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1 Zusammenfassung  
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus wird in 10 % der infektiösen Endokarditiden (IE) als 
Erreger identifiziert. Durch dieses Gram-positive Bakterium bedingte IE sind häufig mit 
Kolonkarzinomen assoziiert. Im diesem Zusammenhang wurde postuliert, dass S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus an die extrazelluläre Matrix (ECM) des malignen Kolonepithels adhäriert und parazellulär 
durch das Epithel ins Blut gelangt. Am vorgeschädigten Endokard könne es wiederum an die ECM 
adhärieren, kolonisieren und so eine IE auslösen. Dabei sind die Pathomechanismen des Erregers noch 
weithin ungeklärt. 
Während einer IE liegen Makrophagen vermehrt im infizierten Gewebe vor. Pathogene haben daher 
Resistenz- und Abwehrmechanismen gegenüber der Phagozytose und der Degradation in Phagozyten 
entwickelt. Für S. gallolyticus subsp. gallolyticus wurden bereits stammabhängige Phagozytose- und 
Überlebensraten in THP-1 Makrophagen ermittelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus die Zytokin-Genexpression von THP-1 Makrophagen nur marginal 
stimuliert und kaum zur Lyse der Makrophagen führt. Außerdem konnte ermittelt werden, dass 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus stammunabhängig oxidativen Stress in THP-1 Makrophagen auslöst. 
Weiterhin wurde die Reaktion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus auf die Phagozytose durch THP-1 
Makrophagen auf Transkriptom-Ebene mit Hilfe eines Microarrays ermittelt, der die Gene von vier 
Genomen dieser Spezies abbildet. Es wurde u. a. die Genexpression einer NADH-Oxidase erhöht, die 
dem oxidativen Burst entgegenwirken könnte. Außerdem lässt sich aus der Analyse schließen, dass 
Dlt-Proteine durch D-Alanylierung der Teichonsäuren zur Resistenz gegenüber antimikrobiellen 
Peptiden führen und sich die Bakterien im Phagozyten auf einen Nahrungsmangel sowie eine anaerobe 
Umgebung einstellen. 
Neben der Phagozytose von THP-1 Makrophagen wurde das Wachstum bzw. Überleben von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Gegenwart von Wasserstoffperoxid, Lysozym und einem niedrigen 
pH-Wert untersucht. Dies sind wichtige Faktoren in der Degradation von Bakterien in Phagosomen. Es 
zeigte sich, dass die untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme insgesamt sehr resistent 
gegenüber diesen Faktoren sind. Jedoch waren die beiden Stämme DSM 16831 und LMG 17956, die 
schneller in THP-1 Makrophagen abgebaut wurden, im Vergleich sensitiver gegenüber Lysozym bzw. 
Wasserstoffperoxid. 
Des Weiteren wurde beobachtet, dass manche S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme in Medium mit 
Lysozym eine signifikant stärkere Biofilmbildung an Polystyrol aufwiesen als ohne Lysozym. Um diese 
Beobachtung weiter zu untersuchen, wurde das Transkriptom zweier Stämme in Gegenwart von 
Lysozym ermittelt. Es zeigten sich erhöhte Expressionen der Gene des dlt Operons, deren Produkte zur 
Resistenz gegenüber der kationischen mikrobiellen Peptid-Funktion von Lysozym führen. Die 
Lysozym-Behandlung führte zusätzlich zu Expressionserhöhungen von Genen der Proteinbiosynthese 
und vom Kohlenhydrat-, Lipid- und Aminosäuremetabolismus und Genen, deren Produkte ein aerobes 
Wachstum ermöglichen. Der Biofilmbildung am Endokard geht die Adhäsion an Kollagen voraus. Eine 
Transkriptomanalyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Adhäsion an Kollagen zeigte, dass das 
Transkriptom stammabhängig durch die Adhäsion verändert wurde. Die Regulation der Genexpression 
weist darauf hin, dass der stark adhärente Stamm UCN 34 die Kohlenhydrataufnahme verändert, 
während im gering adhärenten Stamm DSM 16831 die Expression von Phagen- und Transposongenen 
reguliert werden, die auf einen lateralen Gentransfer hinweisen könnten. 
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus hohe Resistenzen gegen 
antimikrobielle Substanzen aufweist und Biofilmbildung als Schutzmechanismus gegen Lysozym 
nutzen kann. Dadurch geben die Ergebnisse dieser Arbeit neue Aufschlüsse über potenzielle 





Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus is the identified causative pathogen in about 10 % of 
infective endocarditis (IE) cases. Notably, S. gallolyticus subsp. gallolyticus-caused IE is often 
associated with colon carcinoma. Based on this knowledge it was postulated that S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus adheres to the extracellular matrix of malignant epithelium of the colon and translocates 
through a paracellular pathway through from the epithelium to the bloodstream. Furthermore, the 
bacterium adheres to the extracellular matrix of the damaged endocardium and induces IE. To date, the 
pathomechanisms have not been solved. 
Macrophages play a key role in the endocardium during IE. Therefore, pathogens develop mechanisms 
which protect against degradation in phagosomes. It has been shown that S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus phagocytic uptake by THP-1 macrophages, and their survival within these phagocytes was 
strain-dependent. In this study, it was shown that S. gallolyticus subsp. gallolyticus stimulates cytokine 
gene expression and lysis of macrophages just marginally with equivalent stimulation of reactive oxygen 
species, regardless of which strain. Whole genome microarrays were used to examine the reaction of 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus to the phagocytic uptake by THP-1 macrophages. Increased gene 
expression of a NADH oxidase indicates reaction towards the oxidative burst in macrophages. 
Furthermore, transcriptomic analysis revealed that Dlt proteins could effect resistance against cationic 
peptides through D-alanylation of teichoic acids, and that the bacterial cells change their nutrition and 
react to anaerobic conditions in phagosomes. Beside the phagocytosis, survival or growth of 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus was observed in medium with hydrogen peroxide, lysozyme or acid 
pH-value, important factors for degradation of bacteria in phagosomes. This revealed that S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus is very resistant to these factors. The strains DSM 16831 and LMG 17956, which 
were more rapidly killed in THP-1 macrophages, were more sensitive to lysozyme or hydrogen peroxide, 
respectively, than other tested strains. Furthermore, it was observed that lysozyme triggers biofilm 
formation of S. gallolyticus subsp. gallolyticus on polystyrene. Therefore, the transcriptome of 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus was analyzed in the presence of lysozyme. It again revealed higher 
expression of genes of the dlt operon whose products provoke D-alanylation of teichoic acids. This leads 
to resistance to the cationic antimicrobial function of lysozyme. Additionally, an increase in the 
expression of genes of the protein biosynthesis, genes for aerobic growth as well as genes of 
carbohydrate, lipid and amino acid metabolism was observed.  
Adhesion to collagen is the initial step of biofilm formation in the endocardium. The transcriptome 
analysis of S. gallolyticus subsp. gallolyticus adhering to collagen compared to planktonic cells showed 
strain-dependent regulation of gene expression. The regulation of gene expression of the strain UCN 34 
indicate a change in nutritional intake. In the low-adherent strain DSM 16831 the expression of genes 
associated with a transposon and phage indicate horizontal gene transfer. 
The results of this study provide insights about potential pathomechanisms of S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus which show high resistance to antimicrobial compounds and biofilm formation as a survival 







Streptokokken treten sowohl als Kommensale des menschlichen Körpers, als auch als Erreger 
vieler verschiedener Erkrankungen auf, zu denen beispielsweise Karies, Endokarditis und 
Meningitis gehören (Mitchell, 2003). Es wurden ca. 40 Streptokokkenspezies gefunden, die in 
die folgenden sechs Gruppen eingeteilt werden können: S. pyogenes, S. mitis, S. salivarius, 
S. anginosus, S. mutans und S. bovis (Kawamura et al., 1995; Hardie und Whiley, 1997). Der 
Streptococcus bovis/equinus-Komplex gehört zu der Lancefield Gruppe D, die aus 
γ-hämolytischen Streptokokken besteht (Facklam, 2002). Die Gram-positiven Streptokokken 
der Lancefield Gruppe D kommen sowohl in Tieren als auch Menschen vor. Sie sind 
Kommensale, opportunistische Pathogene oder werden in der Lebensmittelfermentation 
eingesetzt (Jans et al., 2015). Dem S. bovis/S. equinus Komplex werden sieben Subspezies 
zugeordnet: S. gallolyticus subsp. gallolyticus, S. gallolyticus subsp. macedonicus, 
S. gallolyticus subsp. pasteurianus, S. infantarius subsp. infantarius, S. lutetiensis, 
S. alactolyticus und S. equinus (entspricht S. bovis; Schlegel et al., 2003).  
Diese Arbeit befasst sich mit der Bakteriensubspezies S. gallolyticus subsp. gallolyticus (früher 
S. bovis Biotyp I). Namensgebend für diese Subspezies ist die Fähigkeit der Hydrolyse von 
Gallotanninen zu Gallussäure, die weiter zu Pyrogallol decarboxyliert wird. Zudem können 
diese Bakterien Mannitol, Inulin und Trehalose fermentieren. Durch diese Fähigkeiten grenzt 
sich S. gallolyticus subsp. gallolyticus von den anderen Subspezies des S. bovis/S. equinus 
Komplexes ab (Osawa et al., 1995; Schlegel et al., 2003; Jiménez et al., 2014). S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Zellen sind unbewegliche, nicht-sporulierende Diplokokken, die auch in 
kurzen Ketten vorkommen können (O’Donovan und Brooker, 2001). Sie sind natürliche 
Kommensale des Gastrointestinaltraktes und wurden sowohl im Kot als auch mit Infektionen 
assoziiert in Beuteltieren, Säugetieren sowie Vögeln nachgewiesen (Beck et al., 2008). 
Beispielsweise wurde S. gallolyticus subsp. gallolyticus als Erreger von Sepsis, Endokarditis 
und anderen Infektionen in Tauben und Puten beziehungsweise als Mastitis-Erreger in Kühen 
identifiziert. Daher konnte S. gallolyticus subsp. gallolyticus auch in Rohmilchprodukten 
nachgewiesen werden (Sasaki et al., 2004).  
Mit Hilfe von Kultivierungsexperimenten konnten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Bakterien 
in ca. 4 % humaner Stuhlproben gesunder Probanden in Deutschland ermittelt werden. Bei den 
gleichen Probanden konnte jedoch dieses Bakterium mittels Real-time PCR Analyse bei ca. 
60 % der Stuhlproben identifiziert werden (Dumke, 2015). Zusätzlich ist S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus ein fakultatives humanes Pathogen von Bakteriämien ohne lokalisierte Infektionen 
sowie von Cholangitis, Gelenkinfektionen und der infektiösen Endokarditis (Abdulamir et al., 




noch weitgehend ungeklärt. Es konnte jedoch ein möglicher Transmissionsweg zwischen Huhn 
und Mensch beschrieben werden. Im Kot von Legehennen sowie in der Blutkultur eines 
Patienten, der engmaschigen Kontakt zu den Hennen hatte, konnte der gleiche S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus-Sequenztyp nachgewiesen werden (Dumke et al., 2015).  
Bisher wurden die Genome von den vier S. gallolyticus subsp. gallolyticus-Stämmen 
DSM 16831, BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143, sequenziert (Rusniok et al., 2010; Hinse 
et al., 2011; Lin et al., 2011; Grimm et al., 2017b). Zudem liegen Shotgun-Sequenzen der 
Genome von vier weiteren Stämmen, wie zum Beispiel von TX20005 und LMG 17956, vor 
(Nelson et al., 2010; Romero-Hernández et al., 2015). Es wurde gezeigt, dass sich die aus 
Tieren isolierten Stämme DSM 16831 und LMG 17956 durch eine höhere Anzahl von Genen, 
zu denen Transposon- und Phagengene gehören, von den infektiöse Endokarditis-assoziierten 
Stämmen (BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143) unterscheiden lassen (Romero-Hernández 
et al., 2015). Die Transkription der Gene ist jedoch noch unbekannt. 
 
2.1 S. gallolyticus subsp. gallolyticus in der infektiösen Endokarditis 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist der identifizierte Erreger in 10 % der infektiösen 
Endokarditiden (Murdoch et al., 2009). Dabei ist die S. gallolyticus subsp. gallolyticus-
induzierte infektiöse Endokarditis häufig mit Darmpolypen und Kolonkarzinomen assoziiert 
(Darjee und Gibb, 1993; Abdulamir et al., 2011; Abeni et al., 2013; Lazarovitch et al., 2013). 
Boleij et al. stellten eine Hypothese auf, die erklären könnte, wie S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus vom malignen Kolon zum Endokard gelangt (Abbildung 2.1). Demnach können im 
Kolon lokalisierte S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen an die, durch Läsionen der 
Darmwand freigelegte, extrazelluläre Matrix adhärieren und parazellulär durch das Epithel in 
den Blutkreislauf gelangen. Von der daraus entstehenden Bakteriämie können einzelne 
bakterielle Zellen an geschädigtes Endokard adhärieren (Boleij et al., 2011). Vor der 
infektiösen Endokarditis am nativen Endokard liegt häufig eine nicht-bakterielle, 
thrombotische Endokarditis (NBTE) vor. Diese entwickelt sich am geschädigten Endokard 
durch inflammatorische Parameter, welche die Aggregation von Plättchen und Fibrin 
induzieren (Werdan et al., 2014). S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen können so an die, 
durch die NBTE freigelegte, extrazelluläre Matrix adhärieren und dort eine Infektion auslösen 






Bisher wurden einzelne Aspekte des Weges von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch den 
Wirt vom Darm bis zum Auslösen der infektiösen Endokarditis näher betrachtet. Der Darm ist 
mit Epithelzellen ausgekleidet. Die inflammatorische Reaktion von Epithelzellen auf Bakterien 
kann die Bildung von Kolonkarzinomen verursachen, weshalb die Interleukin (IL)-8 und IL-1β 
Expression dieser Zellen (Caco-2) nach Stimulation mit drei verschiedenen S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stämmen, untersucht wurde (Terzic et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, 
dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus im Vergleich zu anderen untersuchten Bakterienspezies, 
wie zum Beispiel Enterococcus faecalis, keine oder nur eine sehr geringe Expressionserhöhung 
in Epithelzellen auslöst. Darüber hinaus hatten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen im 
Vergleich zu anderen Bakterienspezies nur ein geringes Adhäsion- und Invasionspotential an 
Epithelzellen, aber hohes Translokationspotenzial (Boleij et al., 2011). Weiterhin wurde das 
Überleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Vollblut (Nachstellung einer Bakteriämie) 
 
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der potenziellen Pathogenese von S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus 
Dargestellt ist der hypothetische Zusammenhang zwischen malignen Veränderungen im humanen Kolon mit 




untersucht. Es wurde gezeigt, dass die meisten untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Stämme innerhalb von 48 Stunden im Vollblut wachsen und nur beim Stamm DSM 16831 die 
Anzahl bakterieller Zellen im Blut verringert war. Zusätzlich konnte eine stammabhängige 
Reaktion der Blutzellen in Form von IL-6-Sekretion auf S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
beobachtet werden (Grimm et al., 2017c).  
Ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor von S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist die Adhäsion 
an verschiedene Komponenten der extrazellulären Matrix im Darm und am Endokard. Vollmer 
et al. und Sillanpää et al. haben gezeigt, dass das Pathogen die höchste Adhäsionsfähigkeit an 
Kollagen Typ I, gefolgt von Kollagen Typ II und IV aufwies. Höhere Adhäsionsfähigkeiten 
wurden auch an Fibrinogen nachgewiesen und nur eine geringe Adhäsionsfähigkeit an 
Fibronektin und Vitronektin (Sillanpää et al., 2008; Vollmer et al., 2010a). Am Endokard 
adhärieren S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen nicht nur an Komponenten der 
extrazellulären Matrix, sondern auch an das Endothel mit nachfolgender Persistenz und 
Proliferation (Werdan et al., 2014). Vollmer et al. haben gezeigt, dass alle in der Studie 
untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme an Endothelzellen adhärieren können. 
Zudem konnte ein Invasionspotential aller untersuchten Stämme, außer beim Stamm 
DSM 16831, in diese humane Zellen nachgewiesen werden (Vollmer et al., 2010a). Die 
Kolonisierung des Pathogens am Endokard führt zur Aktivierung des Immunsystems und 
Verstärkung der Koagulation des Blutes durch Fibrin und Plättchen. Das Bakterium wird 
dadurch nicht nur durch den von ihm gebildeten Biofilm vor dem Immunsystem geschützt, 
sondern auch von dem ihm umgebenden Thrombus (Werdan et al., 2014). Daraus resultierend 
ist die Aktivierung der Aggregation von Blutplättchen durch Pathogene ein Virulenzfaktor 
dieser Bakterien in einer infektiösen Endokarditis (Jung et al., 2012). Veloso et al. zeigten, dass 
im Vergleich zu Enterococcus faecalis, S. gallolyticus subsp. gallolyticus in vitro zu einer 
schnelleren Plättchenaggregation führte (Veloso et al., 2015). Außerdem konnten 
stammabhängige Aggregationspotentiale sowie vom Individuum abhängige 
Plättchenaggregationen, die durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus induziert wurden, ermittelt 
werden (Grimm et al., 2017c).  
 
2.2 Die Bedeutung von Makrophagen in einer infektiösen Endokarditis 
Zirkulierende Monozyten (mononukleäre Leukozyten) spielen eine wichtige Rolle im 
angeborenen Immunsystem und sind die Vorläufer von dendritischen Zellen und Makrophagen. 
Bei einer Infektion werden Chemokine von verschiedenen Zellen des Immunsystems, aber auch 
vom Endothel und Epithel sekretiert. Durch diesen chemotaktischen Gradienten werden die 




vorliegt. Dort adhärieren sie reversibel an Adhäsionsmoleküle, rollen über das Endothel und 
transmigrieren nach irreversibler Adhäsion in das Gewebe, wo sie zu Makrophagen 
differenzieren (Shi und Pamer, 2011). So bedecken Makrophagen bei einer Streptokokken-
induzierten infektiösen Endokarditis ca. 4,5 % des untersuchten Bereichs einer infizierten 
Herzklappe, während auf nicht infizierten Herzklappen keine Makrophagen vorliegen (Benoit 
et al., 2010).  
Neben neutrophilen Granulozyten sind Makrophagen die wichtigsten Phagozyten im 
menschlichen Körper (Aderem und Underhill, 1999). Makrophagen bilden Phagosomen, indem 
sie Mikroorganismen mittels verschiedener Rezeptoren erkennen, diese mit ihrer 
Plasmamembran umhüllen und so in die Zelle aufnehmen (Abbildung 2.2). Anschließend 
werden die Phagosomen mit antimikrobiellen Verbindungen angereichert. Solche 
antimikrobiellen Substanzen sind etwa reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Stickoxide (NO), 
die mittels NADPH Oxidasen oder NO-Synthetasen synthetisiert werden. Zusätzlich wird das 
 
Abbildung 2.2: Phagozytose von Mikroorganismen durch Makrophagen 
Die durch Rezeptoren erkannten Mikroorganismen führen zur Ausbildung des frühen Phagosoms. Eine der 
ersten Reaktionen des Phagozyten ist der oxidative Burst. Durch Fusion mit Endosomen und Lysosomen 
werden Hydrolasen aufgenommen sowie das Lumen angesäuert. Es folgt die Degradation der 




Lumen mit Hilfe von ATPasen angesäuert (pH 4–5), welches das antimikrobielle Milieu 
unterstützt (Underhill und Ozinsky, 2002; Haas, 2007). Bei der Reifung von Phagosomen 
fusionieren diese mit Endosomen und Lysosomen, wodurch sie weiter angesäuert werden und 
Hydrolasen (Nukleasen, Lipasen, Glycosidasen, Proteasen und Cathepsin) aufnehmen (Wavre-
Shapton et al., 2014). Durch diese Mechanismen werden aufgenommene Mikroorganismen 
abgetötet, degradiert und deren Antigene präsentiert. Darüber hinaus werden Zytokine 
sekretiert, um weitere Immunzellen, wie die des adaptiven Immunsystems, zum Infektionsherd 
zu rekrutieren (Underhill und Ozinsky, 2002; Haas, 2007). Abhängig vom phagozytierten 
Mikroorganismus gehen die Makrophagen früher oder später in Apoptose (Baran et al., 1996; 
Faherty und Maurelli, 2008). 
Bakterien haben Mechanismen entwickelt, um die Tötung durch Phagozytose zu umgehen. 
Streptococcus suis und Streptococcus pneumoniae bilden zum Beispiel eine Kapsel, um nicht 
vom Phagozyten erkannt zu werden (Smith et al., 1999; Hyams et al., 2010). Um den oxidativen 
Burst zu überleben, haben manche Staphylococcus aureus Stämme eine Stress-Antwort 
entwickelt, die die Bakterien schützt (Dupré-Crochet et al., 2013). Streptococcus pyogenes 
kann die Ansäuerung des Lumens mittels V-ATPase blockieren, während Streptococcus 
agalactiae die Ansäuerung benötigt, um die Phagozytose überleben zu können (Hertzén et al., 
2010; Nordenfelt et al., 2012). Ein weiterer wichtiger Faktor der Reaktion von Phagozyten auf 
Mikroorganismen ist das Enzym Lysozym. Monozyten, neutrophile Granulozyten und 
Makrophagen sind diejenigen Zellen des Immunsystems, die die höchste Menge an Lysozym 
produzieren (Helal und Melzig, 2010). Es konnte gezeigt werden, dass Lysozym durch 
mikrobielle Stimulation sekretiert wird.  
Zudem trägt Lysozym auch als Hydrolase zur Degradation von Mikroorganismen in 
Phagosomen bei (Helal et al., 2012). Lysozym hydrolysiert die glykosidische Bindung 
zwischen N-Acetylmuraminsäure- und N-Acetylglucosaminresten im Peptidoglykan und ist ein 
kationisches mikrobielles Peptid, welches mit der negativ geladenen bakteriellen Oberfläche 
interagiert (Herbert et al., 2007; Nawrocki et al., 2014; Rajaraman et al., 2014). Der Abbau von 
Bakterien mittels Lysozym innerhalb von Phagosomen führt außerdem zu einer erhöhten 
Expression von IL-1β (Shimada et al., 2010; Davis und Weiser, 2011). Manche Gram-positive 
Bakterien können ihr Peptidoglykan, beispielsweise durch O-Acetylierung modifizieren, um 
dem Abbau durch Lysozym zu entgehen und länger in Phagolysosomen zu überleben (Davis 
und Weiser, 2011; Guariglia-Oropeza und Helmann, 2011).Weiterhin können Streptococcus 
iniae sowie das M1-Protein von Streptococcus pyogenes die Signaltransduktion einer 
inflammatorischen Antwort in Makrophagen veränderen, wodurch sie ihre 




2015). Herdt et al. haben beobachtet, dass Streptococcus bovis-Stämme den Phagosomen 
entkommen können, sich im Zytoplasma replizieren und Makrophagen innerhalb von sieben 
Stunden lysieren. So konnten sie den Immunzellen von Tauben entkommen (De Herdt et al., 
1995). Boleij et al. haben gezeigt, dass der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34 
länger in THP-1 Makrophagen überleben kann als Bacillus subtilis und Lactobacillus 
plantarum (Boleij et al., 2011). Außerdem wurde eine stammabhängige Aufnahme von 
S.  gallolyticus subsp. gallolyticus durch THP-1 Makrophagen mit unterschiedlichen 
Überlebensraten der einzelnen Stämme beobachtet (Grimm et al., 2017c). 
 
2.3 Biofilmbildung in der infektiösen Endokarditis 
Neben der infektiösen Endokarditis gehören auch Parodontitis, zystische Fibrose, Oititis sowie 
Infektionen bei Implantaten oder intravenösen Zugängen und Katheter zu den Biofilm-
assoziierten Erkrankungen (Kokare et al., 2009). Dabei ist die Biofilmbildung eine wichtige 
Fähigkeit von Pathogenen, um auf biologischen Oberflächen des Wirts (zum Beispiel auf 
Komponenten der extrazellulären Matrix) und nicht-biologischen Oberflächen zu überleben 
(Stoodley et al., 2002). Sie verhindert die Degradierung von Bakterien in einer für sie 
lebensfeindlichen Umgebung, wie zum Beispiel der Präsenz von Antibiotika, niedrigem 
pH-Wert oder anderen Abwehrmechanismen des Wirts. Zudem ist die Biofilmbildung ein 
Mechanismus der das Überleben bei Nahrungsknappheit oder das Fortschwemmen durch 
Strömungen, bei zum Beispiel Blut, verhindern kann (Johnson, 2008). Die zuvor beschriebenen 
Parameter können die Biofilmbildung von Bakterien in vitro beeinflussen. Zum Beispiel führt 
die Präsenz von einer bestimmten Konzentration an Antibiotika bei Gram-negativen und Gram-
positiven Bakterien zu einer verstärkten Biofilmbildung (Kaplan, 2011). Das Bakterium 
Acinetobacter oleivorans hat zudem vermehrt Biofilm in Medium mit Wasserstoffperoxid 
gebildet (Jang et al., 2016). Anders verhält es sich bei anderen Pathogenen, wie zum Beispiel 
der Spezies Staphylococcus aureus. Bei Zugabe von löslichem oder immobilisiertem Lysozym 
wurde eine Inhibition der Biofilmbildung beobachtet (Sudagidan und Yemenicioglu, 2012; 
Rajaraman et al., 2014).  
Die Biofilmbildung beginnt mit einer losen Adhäsion der Bakterien an der Oberfläche, auf die 
eine dauerhafte Adhäsion und Formung einer Bakteriengemeinschaft in Mikrokolonien folgt 
(Johnson, 2008; Kokare et al., 2009). Die bakteriellen Zellen sind von einer extrazellulären 
polymeren Substanz aus Polysacchariden, Proteinen und Nukleinsäuren umgeben, die der 
Bakteriengemeinschaft Struktur verleiht (Stoodley et al., 2002). Der Großteil eines Biofilms 




In einem Biofilm sind Bakterien in einer anderen Wachstumsphase als im planktonischen 
Zustand, in der die eng beieinander liegenden bakteriellen Zellen mittels Quorum Sensing 
kommunizieren (Suntharalingam und Cvitkovitch, 2005). Beim Quorum Sensing in Gram-
positiven Bakterien, wie Streptokokken, werden Peptide als Signalmoleküle sekretiert. Diese 
werden in den meisten Fällen durch Zwei-Komponenten-Systeme erkannt, welche 
anschließend eine Regulation der Genexpression verursachen. Die Abbildung 2.3 stellt ein 
Modell der Signaltransduktion des Quorum Sensings von Gram-positiven Bakterien dar. Durch 
die räumliche Nähe der Zellen im Biofilm erreichen die Kompetenz-stimulierenden Peptide 
eine gewisse Konzentration, wodurch der Rezeptor ComD das ComE-Protein phosphoryliert. 
Daraus resultiert die Transkription des Sigmafaktors ComX. ComX induziert die Transkription 
verschiedener Gene, die für die Aufnahme der DNA und deren Rekombination verantwortlich 
sind (Li et al., 2002). Dies führt zur natürlichen Transformation von Zellen, wodurch der 
Empfänger Gene erhält, die für eine Antibiotika-Resistenz oder einen anderen entscheidenden 
Virulenzfaktoren kodieren (Suntharalingam und Cvitkovitch, 2005). 
  
 
Abbildung 2.3: Model der Signaltransduktion bei Induktion genetischer Kompetenz durch ein 
Kompetenz-stimulierendes Peptid-System 
Zu den frühen exprimierten Kompetenz-Genen gehören die der comAB- und comCDE-Operone, deren 
Produkte die Kompetenz-stimulierenden Peptide erkennen und das Signal über den Sigmafaktor X (comX) 
weiterleiten. Über Transkriptionsinduktion werden die späten Kompetenz-Gene exprimiert, die zur Aufnahme 
von DNA sowie DNA-Rekombination führen (Suntharalingam and Cvitkovitch, 2005). 
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3 Ziele der Arbeit 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus ist ein Kommensale des humanen 
Gastrointestinaltraktes und Erreger der infektiösen Endokarditis. Wichtige Virulenzfaktoren 
dieses Pathogens sind das Überleben der Immunantwort des Wirts sowie die Biofilmbildung 
am Endokard. Bisherige Studien haben stammabhängige Phänotypen dieses Pathogens 
untersucht und die Reaktion von Wirtszellen, zum Beispiel in Form einer inflammatorischen 
Reaktion, analysiert. Die Schwerpunkte dieser Arbeit liegen in der Analyse der Phagozytose 
von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch Makrophagen und in der Untersuchung der 
Biofilmbildung des Erregers. Dafür sollen Teile der potenziellen Pathomechanismen 
verschiedener Phänotypen von S. gallolyticus subsp. gallolyticus mittels Transkriptomanalysen 
untersucht werden. Die Divergenzen werden zwischen fünf unterschiedlichen S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stämmen im Vergleich zu einem Staphylococcus aureus Stamm als 
Referenz ermittelt. 
Im ersten Teil der Arbeit soll die Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch 
THP-1 Makrophagen untersucht werden. Dafür wird die Reaktion der THP-1 Makrophagen 
nach Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen in Form des oxidativen 
Bursts, der Lyse der Makrophagen und der Genexpression einzelner Zytokine ermittelt. 
Außerdem soll das Überleben der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme in Gegenwart der 
Komponenten Lysozym, Wasserstoffperoxid und saurem pH-Wert untersucht werden, die die 
Tötung und Degradierung von Bakterien in Phagosomen verursachen. Um die Reaktion zweier 
exemplarischer S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme auf die Phagozytose auf 
Transkriptom-Ebene zu erfassen, wird ein Spezies-spezifischer Microarray verwendet. 
Im zweiten Teil der Arbeit soll der Einfluss von Lysozym und Wasserstoffperoxid auf die 
Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen analysiert werden. Hierfür soll 
der Phänotyp der Stämme ermittelt werden und das Transkriptom exemplarischer Stämme in 






S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist ein Pathogen der infektiösen Endokarditis. Um die 
Infektion auslösen zu können, muss S. gallolyticus subsp. gallolyticus über den Blutkreislauf 
zum Herzen gelangen und am Endokard kolonisieren. Wichtige Virulenzmechanismen sind 
unter anderem das Überleben der Immunantwort sowie die Biofilmbildung am Endokard. Zum 
besseren Verständnis der Pathomechanismen von S. gallolyticus subsp. gallolyticus wird in 
dieser Arbeit das Überleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Makrophagen untersucht. 
Dabei werden sowohl die Reaktion der Phagozyten auf die Bakterien als auch die Reaktion von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus auf Makrophagen auf Transkriptom-Ebene untersucht. 
Außerdem wird das Wachstum beziehungsweise Überleben von S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus in Gegenwart einzelner phagosomaler Komponenten überprüft, die wichtige 
Bestandteile des Pathogenabbaus sind. Zusätzlich wird die Biofilmbildung des Bakteriums 
unter verschiedenen Bedingungen analysiert, weil diese eine wichtige Rolle in der 
Kolonisierung am Endokard spielt. Die Analysen wurden mit fünf S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämmen durchgeführt, deren Genom sequenziert wurde (Rusniok et al., 2010; 
Hinse et al., 2011; Lin et al., 2011; Romero-Hernández et al., 2015; Grimm et al., 2017b). 
Zudem gehören Staphylokokken, neben Streptokokken, zu den häufigsten Erregern einer 
infektiösen Endokarditis (Murdoch et al., 2009; Vollmer et al., 2010b). Deshalb wurde zum 
Vergleich der S. aureus Stamm ATCC 25923 verwendet, der auch schon in vorherigen Studien 
als Referenzstamm genutzt wurde (Kubica et al., 2008; Treangen et al., 2014; Tan et al., 2015).  
 
4.1 Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus mittels THP-1 Makrophagen 
Die Phagozytoserate von fünf S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen sowie eines S. aureus 
Vergleichsstammes ist in der Abbildung 4.1 dargestellt. Die Phagozytose von S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus zeigt stammabhängige Unterschiede. Auch das Überleben innerhalb der 
Makrophagen ist stammpezifisch (Abbildung 4.2).  
Das zugegebene Inokulum lag zwischen 1,4 × 106 – 2,5 × 106 Bakterien pro Kavität. Dies 
entsprach ungefähr einer multiplicity of infection (MOI) von fünf. Die Aufnahme bakterieller 
Zellen von den THP-1 Makrophagen mittels Phagozytose unterscheidet sich je nach Stamm. 
Das Verhältnis (in Prozent angegeben) von dem intrazellulär vital vorliegenden bakteriellen 
Titer zum hinzugegebenen Inokulum gibt die Phagozytoserate wieder. Von den S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stämmen DSM 16831 (20 %) und UCN 34 (24 %) konnten intrazellulär 
nach Phagozytose am wenigsten koloniebildende Einheiten nachgewiesen werden. Die Stämme 




ATCC 25923 wurden stärker durch Phagozytose in THP-1 Makrophagen aufgenommen (39–
53 %).  
 
Die Überlebensrate von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen wurde in THP-1 
Makrophagen über einen Zeitraum von 48 Stunden schon zuvor ermittelt (Grimm et al., 2017c). 
In dieser Arbeit wurden die Mechanismen der THP-1 Makrophagen in Bezug auf die Abwehr 
von S. gallolyticus subsp. gallolyticus analysiert. Dafür ist es ausreichend, das Überleben der 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme innerhalb von acht Stunden nach Phagozytose zu 
betrachten, da in diesem Zeitraum die Phagozytose bis zur Reifung der Phagosomen abgebildet 
wird (Abbildung 4.2). Der Stamm DSM 16831 wird innerhalb von acht Stunden stärker durch 
THP-1 Makrophagen abgetötet als der Stamm UCN 34, obwohl ein gleich großer Anteil beider 
Stämme mittels Phagozytose aufgenommen wurde. Der Stamm UCN 34 wurde innerhalb von 
2,5 Stunden nicht signifikant in den THP-1 Makrophagen abgetötet, was mit dem S. aureus 
Stamm ATCC 25923 vergleichbar ist. Beim Stamm BAA-2069 sowie beim Stamm 
ATCC 43143 stagnierte die intrazelluläre Anzahl an bakteriellen Zellen zwischen den 
Zeitpunkten fünf Stunden und acht Stunden. Der Titer aller Stämme wurde jedoch 
kontinuierlich innerhalb von acht Stunden in den THP-1 Makrophagen verringert. Von den 
zwei Tierisolaten DSM 16831 und LMG 17956 wurden nach acht Stunden am wenigsten vitale 
bakterielle Zellen ermittelt (15–28 % vom anfänglichen intrazellulären Titer (0 h)). Von den 
humanen Isolaten BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143 lagen nach acht Stunden mindestens 
 
Abbildung 4.1: Phagozytoserate von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch THP-1 Makrophagen 
In der Abbildung ist das zu den THP-1 Makrophagen hinzugegebene bakterielle Inokulum sowie der Anteil an 
phagozytierten Bakterien der S. gallolyticus subsp. gallolyticus (SGG) Stämme DSM 16831, BAA-2069, 
LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus (SA) Stamm ATCC 25923 dargestellt. 
Angegeben ist der prozentuelle Anteil des Inokulums, der zum Zeitpunkt 0 h intrazellulär in den THP-1 




noch 40 % des Anfangstiters intrazellulär vor und damit signifikant mehr als vom Stamm 
DSM 16831. 
 
4.1.1 Fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in 
THP-1 Makrophagen 
Die Lokalisierung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Phagozytose von THP-1 
Makrophagen wurde mikroskopisch ermittelt. Zum einen konnte damit erfasst werden, ob die 
Bakterien intra- oder extrazellulär vorliegen und zum anderen, ob sie nach der Phagozytose in 
sauren Zellorganellen, wie zum Beispiel in Phagolysosomen, lokalisiert sind. Dabei konnte 
zwischen vitalen und toten Zellen nicht unterschieden werden. Die Bakterien wurden vor der 
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2,5 h: 5 h: 8 h: 
p<0,05: p<0,05: p<0,05: 
DSM 16831 vs ATCC 4313 LMG 17956 vs SA LMG 17956 vs ATCC 43143 
ATCC 43143 vs SA UCN 34 vs SA p<0,0005: 
p<0,005: ATCC 43143 vs SA UCN 34 vs SA 
BAA-2069 vs LMG 17956 p<0,0005: ATCC 43143 vs SA 
BAA-2069 vs UCN 34 DSM 16831 vs UCN 34 p<0,0005: 
LMG 17956 vs SA DSM 16831 vs ATCC 43143 DSM 16831 vs ATCC 43143 
UCN 34 vs SA p<0,0001: p<0,0001: 
p<0,0005: DSM 16831 vs BAA-2069 DSM 16831 vs BAA-2069 
DSM 16831 vs SA DSM 16831 vs LMG 17956 DSM 16831 vs LMG 17956 
p<0,0001: DSM 16831 vs SA DSM 16831 vs UCN 34 
DSM 16831 vs BAA-2069  DSM 16831 vs SA 
  BAA-2069 vs LMG 17956 
 
 
 LMG 17956 vs SA 
Abbildung 4.2: Überlebensrate von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in THP-1 Makrophagen 
In der Abbildung ist das intrazelluläre Überleben der S. gallolyticus subsp. gallolyticus (SGG) Stämme 
DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus (SA) Stamm 
ATCC 25923 nach 2,5 h, 5 h und 8 h Inkubation dargestellt Die Anzahl der aufgenommenen Bakterien zum 
Zeitpunkt 0 h (Phagozytoserate) wurde als 100 % (gestrichelte Linie) definiert. Angegeben ist jeweils der 
Mittelwert mit Standardfehler (n = 4). Die Signifikanz kennzeichnet die Unterschiede zwischen zwei Werten 






Phagozytose mit FITC (grün-fluoreszierend) gelabelt, saure Organellen wurden mit 
Lysotracker Red DND-99 (rot-fluoreszierend) markiert (Abbildung 4.3) und extrazelluläre 
Bakterien wurden, zusätzlich zur FITC-Markierung, mit AlexaFluor 546 (rot-fluoreszierend) 
gelabelt (Abbildung 4.4).  
 
4.1.1.1 Unterscheidung zwischen intra- und extrazellulär vorliegenden Bakterien 
Es wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert, ob die phagozytierten Bakterien intra- 
oder extrazellulär vorliegen. Dadurch konnte untersucht werden, ob sie den Phagozyten 
entkommen können. Abbildung 4.3 zeigt Ausschnitte mikroskopischer Aufnahmen, die die 
Lokalisation der einzelnen Stämme widerspiegeln. Es konnte beobachtet werden, dass alle 
untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme zumeist intrazellulär vorlagen, 
während der S. aureus Stamm ATCC 25923 extrazellulär lokalisiert war (Abbildung 4.3). Dazu 
wurden die bakteriellen Zellen sowie die Makrophagen (Hellfeld; nicht gezeigt) ausgezählt, um 
neben dem Vitalitätsassay (Kapitel 4.1) auch abgetötete Bakterien in die Phagozytoserate mit 
einbeziehen zu können. Das Ergebnis der Auszählung ist in der Tabelle 4.1 aufgelistet. Die 
meisten bakteriellen Zellen pro Makrophage wurden für die Stämme BAA-2069 und 
LMG 17956 nachgewiesen. Dabei waren nur wenige bakterielle Zellen der S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stämme außerhalb der THP-1 Makrophagen lokalisiert. Diese Ergebnisse 
sind vergleichbar zu den Ergebnissen der Phagozytoserate, die durch Ausplattieren ermittelt 
wurden. Die wenigsten Bakterienzellen wurden vom Stamm UCN 34 nachgewiesen. Von den 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen DSM 16831, UCN 34 und ATCC 43143 konnten 
keine extrazellulären Bakterien ermittelt werden. Bakterielle Zellen des S. aureus Stammes 







Abbildung 4.3: Fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von phagozytierten S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämmen 
Dargestellt sind Fluoreszenzaufnahmen der mit FITC-markierten Bakterien (alle Bakterien; grün; links), der 
mit AlexaFluor 546-markierten extrazellulären Bakterien (rot; Mitte) und der jeweiligen beiden 




Tabelle 4.1: Verhältnis zwischen der gesamten Bakterienanzahl (lebende und tote) zu den THP-1 
Makrophagen. Ausgezählt wurden die fluoreszierenden Bakterien und die Makrophagen im Hellfeld 
(n = 100). 
Lokalisation nach 1 h Intrazelluläre Bakterien pro Makrophage 
Extrazelluläre Bakterien pro 
Makrophage 
SGG: DSM 16831 0,7 0 
SGG: BAA-2069 1,3 0,03 
SGG: LMG 17956 2,5 0,004 
SGG: UCN 34 0,3 0 
SGG: ATCC 43143 0,7 0 
SA: ATCC 259223 0,6 0,8 
 
4.1.1.2 Lokalisation von bakteriellen Zellen in THP-1 Makrophagen 
Um Mikroorganismen vollständig degradieren zu können, werden Phagolysosomen durch 
ATPasen angesäuert. Diese können mittels Fluoreszenzfarbstoffen, wie zum Beispiel dem 
Lysotracker Red DND-99, gekennzeichnet werden, da der Farbstoff an eine schwache Base 
gekoppelt ist und in sauren Organellen akkumuliert. Die bakteriellen Zellen emittieren aufgrund 
der FITC-Markierung grünes Licht, während die sauren Organellen rotfluoreszierend sind. 
Repräsentative Ausschnitte der mikroskopischen Analyse sind in Abbildung 4.4 dargestellt.  
Es wurde beobachtet, dass bakterielle Zellen der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme zu 
einem wesentlich geringeren Anteil in sauren Organellen lokalisiert waren als Zellen vom 
S. aureus Stamm ATCC 25923. Die Auszählung der bakteriellen Zellen in sauren Organellen, 
im Vergleich zu im Zytosol lokalisierten Bakterien, bestätigte diese Beobachtung. Die 
Ergebnisse der Auszählung sind in der Tabelle 4.2 aufgelistet. 
 
Tabelle 4.2: Verhältnis zwischen in sauren Organellen lokalisierten Bakterien und im Zytosol lokalisierten 
Bakterien. Die Bakterien wurden in fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen ausgezählt (n = 100). 
Lokalisation nach 1 h 
Anzahl in Phagolysosomen lokalisierter Bakterien
Anzahl im Zytosol lokalisierter Bakterien
 
SGG: DSM 16831 0,16 
SGG: BAA-2069 0,12 
SGG: LMG 17956 0,05 
SGG: UCN 34 0,07 
SGG: ATCC 43143 0,05 







Abbildung 4.4: Fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Stämmen nach Phagozytose von THP-1 Makrophagen 
Zu sehen sind Fluoreszenzaufnahmen der mit FITC-markierten Bakterien (alle Bakterien; grün; links), und der 
Lysotracker Red DND-99-markierten sauren Organellen (rot; Mitte). Rechts ist die Übereinanderlagerung 
beider Bilder dargestellt. Kolokalisation von FITC und Lysotracker Red DND-99 sind in orange-gelb 




4.1.2 Zytokin-Genexpression in THP-1 Makrophagen nach Phagozytose von S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus 
Die Immunantwort der THP-1 Makrophagen nach Phagozytose von S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämmen sowie dem S. aureus Referenzstamm wurde nach fünf Stunden 
Inkubation auf mRNA-Ebene untersucht. Hierfür wurde die Genexpression der Zytokine IL-1β, 
IL-6 und IL-8 sowie des Rezeptors TLR-2 im Vergleich mit der Kontrolle ohne bakterielle 
Stimulation mittels Real-time PCR verglichen. Die Ergebnisse der Real-time PCR sind in der 
Abbildung 4.5A-B sowie in der Abbildung 4.6A-B dargestellt. Das Zytokin IL-1β zählt zu den 
ersten sekretierten Zytokinen einer Immunantwort. Die Genexpression dieses Zytokins wurde 
nur marginal nach Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen erhöht (1,1‒
1,4-fach). Der Stamm UCN 34 konnte auch nach fünf Stunden in THP-1 Makrophagen keine 




































IL-1β Genexpression: IL-6 Genexpression: 
p<0,05: p<0,005 
DSM 16831 vs UCN 34 DSM 16831 vs UCN 34 
BAA-2069 vs UCN 34 BAA-2069 vs UCN 34 
p<0,0001: p<0,0001: 
DSM 16831 vs SA DSM 16831 vs SA 
BAA-2069 vs SA BAA-2069 vs SA 
LMG 17956 vs SA LMG 17956 vs SA 
UCN 34 vs SA UCN 34 vs SA 
ATCC 43143 vs SA ATCC 43143 vs SA 
 
Abbildung 4.5: Relative mRNA-Expression der Zytokine IL-1β und IL-6 in THP-1 Makrophagen nach 
Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen 
Dargestellt sind die Expressionen der Gene A) Interleukin 1β (IL-1β) und B) Interleukin 6 (IL-6) von THP-1 
Makrophagen nach Stimulation mit den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen (grau) DSM 16831, BAA-
2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 sowie dem S. aureus (SA) Stamm ATCC 25923 (schwarz) im 
Vergleich zur Kontrolle ohne Bakterien nach fünfstündiger Inkubation. Die Balken stellen den Mittelwert mit 
Standardfehler dar (n = 3). Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Genexpression unbehandelter Zellen, die 
gleich eins gesetzt wurde. Die Signifikanz zwischen den einzelnen Werten wurde mit dem Mann Whitney U-




Inkubation von THP-1 Makrophagen mit ATCC 25923 (S. aureus) zu einer deutlich erhöhten 
Genexpression von IL-1β (5,8-fach).  
Ähnliche Muster in der Genexpression wurden auch für die Zytokine IL-6 und IL-8 beobachtet 
(Abbildung 4.5B und Abbildung 4.6A). Dabei wurde die Genexpression von IL-6 fünf Stunden 
nach Phagozytose am stärksten reguliert. Der Stamm UCN 34 (1,5-fach) verursachte die 
geringste Erhöhung der Genexpression von IL-8 in THP-1 Makrophagen. Eine 3‒4-fache 
Genexpressionserhöhung wurde nach fünfstündiger Inkubation mit den Stämmen BAA-2069, 
LMG 17956 und ATCC 43143 ermittelt. Der S. aureus Stamm ATCC 25923 führte auch bei 
diesem Zytokin zu einer wesentlich höheren Genexpression (33-fach im Vergleich zur 
Negativkontrolle). Die Real-time PCR-Analyse des Chemokins IL-8 zeigte in etwa die gleichen 
Genexpressionsunterschiede wie beim Zytokin IL-1β. Die S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Stämme führten zu einer Erhöhung der Genexpression von maximal 1,5 (Stamm ATCC 43143), 
während der S. aureus Stamm zu einer 9,4-fachen Erhöhung der Genexpression führte. 
 
IL-8 Genexpression:  TLR-2 Genexpression: 
p<0,05: p<0,0001: p<0,05: 
DSM 16831 vs UCN 34 DSM 16831 vs SA DSM 16831 vs UCN 34 
LMG 17956 vs UCN 34 BAA-2069 vs SA p<0,005: 
UCN 34 vs ATCC 43143 LMG 17956 vs ATCC 43143 DSM 16831 vs SA 
p<0,005: LMG 17956 vs SA p<0,0001: 
DSM 16831 vs LMG 17956 UCN 34 vs SA BAA-2069 vs SA 
BAA-2069 vs LMG 17956 ATCC 43143 vs SA LMG 17956 vs SA 
  UCN 34 vs SA 
  ATCC 43143 vs SA 
   
Abbildung 4.6: Relative mRNA-Expression des Chemokins IL-8 sowie des Rezeptors TLR-2 in THP-1 
Makrophagen nach Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen 
Dargestellt sind die Expressionen der Gene A) Interleukin 8 (IL-8) und B) Toll-like-Rezeptor 2 (TLR-2) in 
THP-1 Makrophagen nach Stimulation mit den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen (grau) 
DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 sowie des S. aureus (SA) Stammes 
ATCC 25923 (schwarz) im Vergleich zur Expression in der Kontrolle ohne Bakterien nach fünfstündiger 
Inkubation. Die Balken stellen den Mittelwert mit Standardfehler dar (n = 3). Die gestrichelte Linie 
kennzeichnet die Genexpression unbehandelter Zellen, die gleich eins gesetzt wurde. Die Signifikanz zwischen 




Zusätzlich zu den Genexpressionen der Zytokine wurde auch die Genexpression vom Toll-like 
Rezeptor TLR-2 untersucht (Abbildung 4.6B). Dieser Rezeptor erkennt verschiedene 
Bestandteile von Mikroorganismen, wie beispielsweise Peptidoglykan. Die Phagozytose von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen führte jedoch zu keiner Genexpressionserhöhung 
des TLR-2 Rezeptors. Nur bei der Stimulation mit dem S. aureus Stamm ATCC 25923 konnte 
eine geringe Erhöhung der Genexpression (1,5-fach) festgestellt werden. 
 
4.1.3 Untersuchung des oxidativen Bursts und der Makrophagen-Lyse nach Phagozytose 
verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme 
Eine der ersten Reaktionen von Makrophagen auf Pathogene ist der oxidative Burst, der durch 
die NADH Oxidase katalysiert wird und zu einer Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies führt. 
Am Ende einer Phagozytose gehen Makrophagen teilweise in Apoptose, können aber durch 
pathogene Erreger auch aktiv lysiert werden. Der oxidative Burst wurde mit Hilfe eines 
DCFH-DA Assays und die Zytotoxizität von S. gallolyticus subsp. gallolyticus mittels eines 
LDH Assays untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 4.7 
dargestellt.  
Die Abbildung 4.7A zeigt die prozentuale Anzahl lysierter THP-1 Makrophagen nach 
Inkubation mit verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen. Die Inkubation mit 
den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen DSM 16831, LMG 17956 und UCN 34 führte 
zu einer durchschnittlich 18 %-igen Lyse der THP-1 Makrophagen im Vergleich zur 
Positivkontrolle (100 %-ige Lyse der THP-1 Makrophagen). Insgesamt wurden 22–25 % der 
THP-1 Makrophagen durch die Stämme BAA-2069 und ATCC 43143 lysiert. Eine signifikant 
höhere Rate an lysierten Zellen verursachte der S. aureus Stamm ATCC 25923 im Vergleich 
zu den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen DSM 16831 und LMG 17956.  
Die Stärke des oxidativen Bursts wurde durch die Fluoreszenzsignalstärke von DCF ermittelt. 
In der Abbildung 4.7B sind die Emissionswerte bei λ = 488 nm nach Stimulation mit 
verschiedenen Bakterienstämmen und H2O2 als Positivkontrolle dargestellt. Es konnte gezeigt 
werden, dass alle untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme und auch der 
S. aureus Stamm ATCC 25923 zu ungefähr gleich starken Fluoreszenzsignalen und damit zu 
einer gleich starken Konzentration an intrazellulären, reaktiven Sauerstoff- und 
Stickstoffspezies führten. Im Vergleich zur Positivkontrolle (Zugabe von H2O2) stimulieren die 
Bakterienstämme den oxidativen Burst in THP-1 Makrophagen signifikant stärker (p<0,005). 
Neben der Stimulation des oxidativen Bursts durch S. gallolyticus subsp. gallolyticus wird das 






4.2 Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch primäre Makrophagen 
Die THP-1 Makrophagen Zelllinie wurde bislang zur Untersuchung stammabhängiger 
Phänotypen der Phagozytose verwendet. Allerdings haben nicht nur einzelne S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stämme einen Einfluss auf die Phagozytose, sondern auch wirtsspezifische 
Faktoren. Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit Monozyten aus drei verschiedenen 
Probanden isoliert und ex vivo mittels Makrophagenkolonien-stimulierender Faktoren (M-CSF) 
und Interferon-γ (IFN-γ) zu M1-Makrophagen differenziert.  
Die Phagozytoserate (0 h) von drei verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen 
durch Makrophagen von drei verschiedenen freiwilligen Probanden ist in der Abbildung 4.8 
dargestellt. Abhängig vom eingesetzten Bakterienstamm wurden 7–18 % des zugegebenen 
Inokulums (MOI = 5) von den primären Makrophagen phagozytiert (0 h; Phagozytoserate bei 
THP-1 Makrophagen: 20–47 %). Dabei wurde gezeigt, dass der intrazelluläre Titer in allen 
primären Makrophagen ungefähr gleich war. Bei den Makrophagen der Probanden 1 und 3 
wurden ca. 7 % des zugegebenen Inokulums der Stämme DSM 16831 und BAA-2069 sowie 
13 % des zugegebenen Inokulums des Stammes UCN 34 nachgewiesen. Im Vergleich dazu 
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Abbildung 4.7: Anzahl der lysierten THP-1 Makrophagen und relative Konzentration reaktiver 
Sauerstoffradikale 
A) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von lysierten THP-1 Makrophagen nach fünfstündiger Inkubation mit 
den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und 
ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus Stamm ATCC 25923. Die Werte wurden im Verhältnis zur 
kompletten Lyse aller Makrophagen mittels Lysis-Puffer (100 %) gesetzt. 
B) Ermittlung der Konzentration intrazellulärer reaktiver Sauerstoffradikale in THP-1 Makrophagen nach 
Inkubation mit verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen und einem S. aureus Stamm 
(ATCC 25923) sowie 1 mM H2O2 mittels des Fluoreszenzfarbstoffs DCFH-DA zum Zeitpunkt 0 h. Dargestellt 
ist die Emission bei λ = 488 nm. Angegeben ist der Mittelwert mit Standardfehler (n = 3). Die Signifikanzen 




BAA-2069: 17 %; UCN 34: 17 %). Damit wurden die Bakterien marginal stärker durch die 
Makrophagen des Probanden 2 phagozytiert als durch die Makrophagen der anderen 
Probanden. Im Mittel war die höchste Phagozytoserate beim Stamm UCN 34 und die geringste 
beim Stamm DSM 16831 nachweisbar. 
 
4.2.1 Überlebensrate verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme in primären 
Makrophagen 
Zusätzlich zur Phagozytoserate wurde die Überlebensfähigkeit der drei S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämme DSM 16831, BAA-2069 und UCN 34 in primären Makrophagen nach fünf 
Stunden und 24 Stunden untersucht (Abbildung 4.9). Nach fünfstündiger Inkubation konnten 
nur 0,03–0,4 % des initialen intrazellulären Titers (0 h; Kapitel 4.2) nachgewiesen werden. 
Dabei unterschied sich die Überlebensrate der einzelnen Stämme in den primären Makrophagen 
nur marginal. In Makrophagen des Probanden 1 konnte die höchste prozentuale Überlebensrate 
nachgewiesen werden (0,17–0,41 %), während die wenigsten vitalen Bakterien in den 
Makrophagen des Probanden 2 ermittelt wurden (0,03–0,18 %). Nach 24 Stunden Inkubation 
konnten zu einem geringeren Anteil intrazelluläre Bakterien nachgewiesen werden (0,008–
0,17 %). In den Makrophagen des Probanden 2 wurden 0,025 % des Anfangstiters 
nachgewiesen und bis zu 0,17 % in den Makrophagen des Probanden 3. 
 
Abbildung 4.8: Prozentualer Anteil des durch primäre Makrophagen phagozytierten zugegebenen 
Inokulums verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme 
Abgebildet ist der Anteil an phagozytierten Bakterien der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme 
DSM 16831, BAA-2069 und UCN 34. Angegeben ist der prozentuelle Anteil des Inokulums, der zum 
Zeitpunkt 0 h intrazellulär in den primären Makrophagen von drei verschiedenen Probanden vorlag. Zudem 
ist die gemittelte prozentuale Anzahl phagozytierter Bakterien in den primären Makrophagen der 





4.2.2 IL-6 Sekretion primärer Makrophagen nach Inkubation mit S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus 
Neben der Phagozytoserate und dem intrazellulären Überleben von den S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus in primären Makrophagen von drei freiwilligen Probanden wurde auch die IL-6 
Konzentration im Zellkulturüberstand nach fünfstündiger und 24-stündiger Inkubation ermittelt 
(Abbildung 4.10). Die Konzentration von IL-6 in den Negativkontrollen ohne bakterielle 
Stimulation lag im Überstand der Makrophagen der Probanden 1 und 2 mit 50–80 pg/ml etwas 
niedriger vor als bei Makrophagen des Probanden 3 (100–120 pg/ml). Nach fünfstündiger 
Inkubation im Anschluss an die Phagozytose wurde im Überstand der Makrophagen vom 
Probanden 1 die niedrigste IL-6 Konzentration (ca. 600 pg/ml) nachgewiesen. Die höchste 
Konzentration von IL-6 wurde im Überstand von Makrophagen des Probanden 3 (ca. 
800 pg/ml) ermittelt. Nach 24-stündiger Inkubation konnten 860–900 pg/ml IL-6 in den 
Überständen der Makrophagen von den Probanden 1 und 3 nachgewiesen werden. Eine etwas 
geringere IL-6 Konzentration (um 800 pg/ml) wurde im Überstand der Makrophagen des 
Probanden 2 ermittelt. Im Vergleich dazu wurde auch die IL-6 Konzentration nach Phagozytose 
durch THP-1 Makrophagen analysiert. Die IL-6 Konzentration im Überstand dieser 
Makrophagen war sehr viel niedriger im Vergleich zu denen von primären Makrophagen. Nach 
fünfstündiger Inkubation konnte keine Erhöhung der IL-6 Konzentration im Überstand dieser 
 
Abbildung 4.9: Überlebensrate verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme in primären 
Makrophagen 
In der Abbildung ist der Anteil überlebender S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme DSM 16831, BAA-
2069, und UCN 34 zu den Zeitpunkten 5 h und 24 h dargestellt. Angegeben ist der prozentuelle Anteil des 
intrazellulären bakteriellen Titers zum Zeitpunkt 0 h (100 %) in den primären Makrophagen dreier Probanden. 
Außerdem ist die prozentuale intrazelluläre Bakterienanzahl in den primären Makrophagen verschiedener 




Zellen nach Stimulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus im Vergleich zur Kontrolle 
ermittelt werden (20–22 pg/ml). Auch nach 24-stündiger Inkubation mit allen drei Stämmen 
lag die IL-6 Konzentration im Überstand nur marginal höher (32–50 pg/ml) als bei der 
Negativkontrolle (23 pg/ml) vor. 
 
4.3 Transkriptomanalyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Phagozytose 
durch THP-1 Makrophagen 
Mithilfe eines Microarrays wurde die mRNA-Expression von S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
nach Phagozytose durch THP-1 Makrophagen ermittelt. Auf dem verwendeten S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus-spezifischen Microarray sind die Gene von vier S. gallolyticus subsp. 
























































Abbildung 4.10: Interleukin-6 (IL-6)-Sekretion verschiedener Makrophagen nach Phagozytose von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen 
In den Abbildungen A-D ist die Konzentration von IL-6 im Überstand verschiedener Makrophagen nach 
Phagozytose der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme DSM 16831, BAA-2069 und UCN 34 zu den 
Zeitpunkten 5 h und 24 h dargestellt. Einerseits ist die IL-6 Konzentration im Überstand von primären 
Makrophagen dreier Probanden (A-C) angegeben, andererseits die IL-6 Konzentration im Überstand von 




Transkriptomanalyse wurden die beiden S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme verwendet, 
die einen konstanten Titer in THP-1 Makrophagen aufwiesen (Grimm et al., 2017c). Die 
Genexpression wurde zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert. Die erste Probennahme 
erfolgte direkt nach Zentrifugation der Kavitäten-Platte (-60 min), nachdem die bakteriellen 
Zellen an die Makrophagen adhärieren konnten. Der zweite Messzeitpunkt wurde nach initialer 
Phagozytose (0 h) durchgeführt. Die dritte Probennahme erfolgte nach fünfstündiger 
Inkubation, während die Bakterien in den Phagolysosomen vorlagen. Die Auswertung der 
Genexpressionen erfolgte ausschließlich im Vergleich zwischen den Werten vom -60 min- und 
0 h-Zeitpunkt sowie zwischen dem -60 min- und 5 h-Zeitpunkt. Die regulierten Gene sind in 
den Tabellen 4.3–4.6 dargestellt. Die Auswertung des Microarrays zwischen den Proben vom 
0 h- und 5 h-Zeitpunkt und dem -60 min- und 5h-Zeitpunkt ergaben tendenziell die gleichen 
Ergebnisse. Es wurde die Expression von gleichen, aber weniger Genen, reguliert. Daher 
werden nur die Ergebnisse der Auswertung zwischen den Proben vom -60min- und 5h-
Zeitpunkt und vom -60 min- und 0h-Zeitpunkt tabellarisch dargestellt. 
Die durch Phagozytose regulierten Genexpressionen des Stammes BAA-2069 sind in den 
Tabellen 4.3 und 4.4 aufgeführt. In Abbildung 4.11 ist die Anzahl der Gene, deren Expression 
reguliert wurde, nach Funktion sortiert dargestellt. Im Stamm BAA-2069 wurden direkt nach 
der Phagozytose durch THP-1 Makrophagen insgesamt sieben Gene stärker exprimiert, 
während die Expression eines Gens geringer war. Ein Großteil dieser Gene gehören entweder 
dem Kohlenhydrat-Metabolismus an, sind Bestandteile von Transportsystemen oder sind 
Transkriptionsfaktoren. Im Vergleich zum -60 min-Transkriptom sind die Expressionen von 
63 Genen im Stamm BAA-2069 nach fünfstündiger Inkubation in Makrophagen reguliert. 
36 dieser Gene wurden stärker und 27 Gene geringer exprimiert. Insbesondere Gene, die mit 
dem Kohlenhydrat-Metabolismus assoziiert sind, wie zum Beispiel dem Glykogen (glg) 
Operon, wurden stärker exprimiert. Gene, deren Produkte am Transport von Kohlenhydraten 
beteiligt sind, wie zum Beispiel Gene die dem Phosphotransferasesystem (PTS) angehören, 
wurden ebenfalls stärker exprimiert. Zusätzlich wurde die Expression der Gene des dlt Operons 
erhöht, dessen Produkte die D-Alanylierung von Teichonsäuren bewirken. Gene, deren 
Expression durch Phagozytose herunterreguliert wurde, kodieren für Proteine unterschiedlicher 
Funktion. Einige sind am Kohlenhydrat-Metabolismus (zum Beispiel Citrat-Zyklus) und an 
Transportprozessen von Aminosäuren beteiligt. Zusätzlich wurde das Gen prsA1 geringer 
exprimiert, dessen Produkt an der Zellwandmodifikation beteiligt ist. Andere Genprodukte, 
deren Expressionen verringert waren, sind am RNA-Metabolismus beteiligt, wie zum Beispiel 






Tabelle 4.3: Erhöhte Genexpression, bezogen auf den -60 min-Wert im Stamm BAA-2069 während der 
Phagozytose in THP-1 Makrophagen (n = 3; n. r. = nicht reguliert; - = nicht relevant). 
BAA-2069: Erhöhte Genexpression log2Ratio p-Wert n-fach 
Funktion Gen Produkt 0 h 5 h 0 h 5 h 0 h 5 h 
Kohlenhydrat-
Metabolismus 
lacC tagatose 6-phosphate kinase   1,07 n. r. 0,02 - 2,10 n. r. 
  pflB formate acetyltransferase n. r. 1,19 - 0,04 n. r. 2,28 
  malM 4-alpha-glucanotransferase n. r. 1,34 - 0,004 n. r. 2,53 
  treA trehalose-6-phosphate hydrolase n. r. 1,37 - 0,03 n. r. 2,58 
  SGGBAA2069_c06730 
putative CoA-substrate-specific 
enzyme activase 
n. r. 1,51 - 0,01 n. r. 2,85 
  glgP starch phosphorylase n. r. 1,55 - 0,003 n. r. 2,93 
  glgC 
glucose-1-phosphate 
adenylyltransferase 
n. r. 1,72 - 0,02 n. r. 3,29 
  nagA 
N-acetylglucosamine-6-phosphate 
deacetylase 
n. r. 1,74 - 0,02 n. r. 3,34 
  glgD 
glucose-1-phosphate 
adenylyltransferase 
n. r. 1,85 - 0,01 n. r. 3,61 
  glgB glycogen branching protein n. r. 2,1 - 0,05 n. r. 4,29 
Transportsystem malF 
maltodextrin transport system 
permease malF 
n. r. 1,05 - 0,04 n. r. 2,07 
  atpC F0F1 ATP synthase subunit epsilon n. r. 1,37 - 0,02 n. r. 2,58 
  fatA 
iron complex transport system ATP-
binding protein 
n. r. 1,61 - 0,05 n. r. 3,05 
  msmK 
Multiple sugar-binding transport 
ATP-binding protein 
n. r. 2,13 - 0,04 n. r. 4,38 
  mtsC 
metal cation ABC transporter 
membrane protein 
n. r. 1,92 - 0,05 n. r. 3,78 
  manN 
PTS system mannose-specific 
transporter subunit IID 
n. r. 2,19 - 0,05 n. r. 4,56 
  manL 
PTS system mannose-specific 
transporter subunit IIA 
n. r. 2,21 - 0,05 n. r. 4,63 
  adcA Zinc-binding protein adcA n. r. 2,23 - 0,05 n. r. 4,69 
  manM 
PTS system mannose-specific 
transporter subunit IIC 
n. r. 2,32 - 0,03 n. r. 4,99 
  treB 
PTS system trehalose-specific 
transporter subunit IIA 
n. r. 2,59 - 0,01 n. r. 6,02 
  SGGBAA2069_c02000 
PTS system galactitol-specific 
transporter subunit IIB 
1,18 n. r. 0,01 - 2,27 n. r. 
Transkriptions-
faktor 
SGGBAA2069_c18600 putative transcriptional regulator 1,53 1,2 0,03 0,05 2,89 2,30 
  SGGBAA2069_c7250 LacI family transcriptional regulator n. r. 1,52 - 0,02 n. r. 2,87 




malonyl CoA-acyl carrier protein 
transacylase 
n. r. 1,41 - 0,02 n. r. 2,66 




anaerobic ribonucleoside triphosphate 
reductase 
n. r. 1,5 - 0,04 n. r. 2,83 
  adhE acetaldehyde dehydrogenase n. r. 2,08 - 0,01 n. r. 4,23 
Zellwand/-form 
Modifikation 
SGGBAA2069_c13580 autolysin n. r. 1,55 - 0,003 n. r. 2,93 
  lss N-acetylmuramidase/lysin n. r. 2,25 - 0,01 n. r. 4,76 
  dltA 
D-alanine--poly(phosphoribitol) 
ligase subunit 1 
n. r. 3,8 - 0,04 n. r. 13,93 
  dltD 
D-alanine extramembranal transfer 
protein 
n. r. 3,03 - 0,04 n. r. 8,17 
  dltC 
D-alanine--poly(phosphoribitol) 
ligase subunit 2 
n. r. 3,29 - 0,03 n. r. 9,78 
  dltB D-alanine transfer protein DltB n. r. 3,56 - 0,03 n. r. 11,79 
NTP Synthese ndk nucleoside diphosphate kinase 1 n. r. 0,03 - 2,00 n. r. 
Translation rpsU 30S ribosomal protein S21   1,23 n. r. 0,04 - 2,35 n. r. 
Transposase SGGBAA2069_c02540 transposase OrfB 1,76 n. r. 0,05 - 3,39 n. r. 
Unbekannte 
Funktion 
SGGBAA2069_c21480 conserved hypothetical protein n. r. 1,21 - 0,002 n. r. 2,31 




BAA-2069: Erhöhte Genexpression log2Ratio p-Wert n-fach 
Funktion Gen Produkt 0 h 5 h 0 h 5 h 0 h 5 h 
  SGGBAA2069_C20110 hypothetical protein n. r. 2,3 - 0,04 n. r. 4,92 
  SGGBAA2069_c01150 predicted membrane protein n. r. 2,92 - 0,04 n. r. 7,57 
  yjbF SNARE-like family protein n. r. 1,42 - 0,02 n. r. 2,68 
 
Tabelle 4.4: Verringerte Genexpression, bezogen auf den -60 min-Wert, im Stamm BAA-2069 während der 
Phagozytose in THP-1 Makrophagen (n = 3; n. r. = nicht reguliert; - = nicht relevant). 
BAA-2069: Verringerte Genexpression log2Ratio p-Wert n-fach 
Funktion Gen Produkt 0 h 5 h 0 h 5 h 0 h 5 h 
Transkriptions-
faktor 
SGGBAA2069_c22710 MarR family transcriptional regulator n. r. -2,51 - 0,03 n. r. 0,18 
  SGGBAA2069_c18000 
BadM/Rrf2 family transcriptional 
regulator 
n. r. -1,27 - 0,03 n. r. 0,41 
Transportsystem SGGBAA2069_c04070 
polar amino acid transport system 
substrate-binding protein 
n. r. -2,46 - 0,05 n. r. 0,18 
  SGGBAA2069_c04080 
amino acid ABC transporter 
membrane protein 
n. r. -1,83 - 0,05 n. r. 0,28 
RNA Bindung deaD DEAD/DEAH box helicase n. r. -2,33 - 0,05 n. r. 0,20 
  obgE 
GTP-binding protein, GTP1/Obg 
family 
n. r. -1,76 - 0,04 n. r. 0,30 






n. r. -2,22 - 0,01 n. r. 0,21 
  SGGBAA2069_c20810 carbonic anhydrase n. r. -1,45 - 0,03 n. r. 0,37 






n. r. -1,75 - 0,03 n. r. 0,30 
  SGGBAA2069_c12330 polysaccharide deacetylase n. r. -1,13 - 0,03 n. r. 0,46 






n. r. -1,7 - 0,02 n. r. 0,31 
  lysA diaminopimelate decarboxylase n. r. -1,31 - 0,05 n. r. 0,40 
Lipid-
Biosynthese 
ysfG diacylglycerol kinase n. r. -1,32 - 0,03 n. r. 0,40 
  plsX glycerol-3-phosphate acyltransferase n. r. -1,27 - 0,02 n. r. 0,41 
Zellteilung parB chromosome partitioning protein n. r. -1,17 - 0,05 n. r. 0,44 
Signal-
transduktion 
acp1 protein-tyrosine phosphatase n. r. -1,09 - 0,04 n. r. 0,47 
Elektronen-
transport 
yqiG NADH:flavin oxidoreductase -1,28 n. r. 0,03 - 0,41 n. r. 




n. r. -1,05 - 0,04 n. r. 0,48 
Unbekannte 
Funktion 
SGGBAA2069_ c04900 ubiquitin-binding YukD-like protein n. r. -2,56 - 0,03 n. r. 0,17 
  SGGBAA2069_c04760 lipoprotein n. r. -2,24 - 0,04 n. r. 0,21 
  yukB FtsK/SpoIIIE family protein  n. r. -1,91 - 0,01 n. r. 0,27 
  SGGBAA2069_c17200 hypothetical protein n. r. -1,82 - 0,05 n. r. 0,28 
  SGGBAA2069_c11130 hypothetical protein n. r. -1,47 - 0,04 n. r. 0,36 






In der Tabelle 4.5 und der Tabelle 4.6 sind die durch Phagozytose regulierten Genexpressionen 
des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammes UCN 34 aufgelistet. Außerdem ist die Anzahl 
der Gene nach Funktionen sortiert in einem Balkendiagramm dargestellt (Abbildung 4.12). 
Direkt nach der Phagozytose durch THP-1 Makrophagen wurden die Expressionen von vier 
Genen im Stamm UCN 34 erhöht und von sieben Genen verringert. Erhöht wurden unter 
anderem die Expressionen zweier Gene, deren Produkte zum PTS Transportsystem gehören. 
Außerdem wurde die Expression des Gens nox hochreguliert, dessen Produkt die 
Wasserstoffperoxid (H2O2)-Reduktion katalysiert. Die Genexpression von dapD lag sowohl 
nach 0 h als auch nach 5 h verringert vor. Dieses Gen kodiert für ein Protein, das an der Lysin-
Biosynthese beteiligt ist. Nach fünfstündiger Inkubation konnten außerdem herunterregulierte 
Expressionen von vier weiteren Genen detektiert werden. Die Produkte zweier dieser Gene sind 
am Aminosäure-Metabolismus beteiligt. Die Funktion der anderen beiden Gene, deren 
Expression herunterreguliert wurde, ist unbekannt. In der Abbildung 4.12 ist die Anzahl der 
Gene, deren Expression im Stamm UCN 34 reguliert wurden nach der Funktion der Proteine 
sortiert, für die sie kodieren. 
 
 
Abbildung 4.11: Regulierte Gene in der Phagozytose nach Funktionen sortiert 
Dargestellt ist die nach Funktion sortierte Anzahl derjenigen Gene des S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Stammes BAA-2069, deren Expression, bezogen auf den -60 min-Wert, nach Phagozytose erhöht (weiß) oder 





Tabelle 4.5: Erhöhte Genexpression, bezogen auf den -60 min-Wert, im Stamm UCN 34 während der 
Phagozytose in THP-1 Makrophagen (n = 3; n. r. = nicht reguliert; - = nicht relevant). 
UCN 34: Erhöhte Genexpression log2Ratio p-Wert n-fach 





specific transporter subunit IIA 
2,2 n. r. 0,02 - 4,59 n. r. 
 GALLO_0118 
PTS system mannose-specific transporter 
subunit IIB 
1,99 n. r. 0,02 - 3,97 n. r. 
Unbekannte 
Funktion 
GALLO_2058 hypothetical protein (CsbD-like protein) 1,44 n. r. 0,04 - 2,71 n. r. 
Sauerstoff Toleranz nox NADH oxidase 1,4 n. r. 0,03 - 5,64 n. r. 
 
Tabelle 4.6: Verringerte Genexpression, bezogen auf den -60 min-Wert, im Stamm UCN 34 während der 
Phagozytose in THP-1 Makrophagen (n = 3; n. r. = nicht reguliert; - = nicht relevant). 
UCN 34: Geringere Genexpression log2Ratio p-Wert n-fach 






-1,36 -1,97 0,02 0,03 0,39 0,26 
  asd aspartate-semialdehyde dehydrogenase n. r. -1,03 - 0,01 n. r. 0,49 
  GALLO_0809 GTP-binding protein n. r. -1,03 - 0,03 n. r. 0,49 
  ilvA threonine dehydratase -1,54 n. r. 0,03 - 0,34 n. r. 
Unbekannte 
Funktion 
GALLO_0901 hypothetical protein n. r. -1,63 - 0,04 n. r. 0,32 
  GALLO_0814 hypothetical protein n. r. -1,25 - 0,04 n. r. 0,42 
  GALLO_1321 glutamate-rich protein GrpB -1,39 n. r. 0,01 - 0,38 n. r. 
Transportsystem GALLO_1556 
amino acid ABC transporter substrate-
binding protein 
-1,89 n. r. 0,03 - 0,27 n. r. 
Zellwand/-form 
Modifikation 
GALLO_1358 polyglycerol phosphate synthase -1,76 n. r. 0,004 - 0,30 n. r. 
  gcaD 
UDP-N-acetylglucosamine 
pyrophosphorylase 
-1,04 n. r. 0,01 - 0,49 n. r. 
Kohlenhydrat 
Metabolismus 
drm phosphopentomutase -1,02 n. r. 0,05 - 0,49 n. r. 
 
 
Abbildung 4.12: Regulierte Gene in der Phagozytose nach Funktionen sortiert 
Dargestellt ist die nach Funktion sortierte Anzahl derjenigen Gene des S. gallolyticus subsp. gallolyticus 





4.3.1 Verifikation der Microarray-Analyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach 
Phagozytose durch THP-1 Makrophagen mittels Real-time PCR 
Um die Microarray-Analyse zu verifizieren wurde die relative quantitative Real-time PCR-
Methode genutzt. Bei dieser wurde die Expression von 15 Kandidatengenen, die mittels 
Microarray-Analyse identifiziert wurden, in den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen 
BAA-2069 und UCN 34 zu den Zeitpunkten (0 h und 5 h) in Relation zum -60 min-Wert 
untersucht. Zu diesen Genen zählen solche, deren Expression durch die Phagozytose stark 
reguliert wurde oder deren Produkte potenzielle Virulenzfaktoren sein könnten. Die Ergebnisse 
sind in den Abbildung 4.13A und 4.13B dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die Real-
time PCR-Analyse eine höhere Expression der einzelne Gene ermittelte als die Microarray-
Analyse. Im Gegensatz zur Microarray-Analyse emittelte die Real-time PCR-Analyse 
signifikante Unterschiede in der Expression von nox und levA im Stamm BAA-2069. Die 
Microarray-Analyse vom Stamm UCN 34 ergab weniger Gene, deren Expression nach 
Phagozytose reguliert wurden als im Stamm BAA-2069. Die Analyse der Genexpression vom 
Stamm UCN 34 mittels Real-time PCR ergab jedoch auch Regulationen in der Expression der 
Gene, die in der Microarray-Analyse des Stammes BAA-2069 ermittelt wurden. Dazu gehören 
Erhöhungen der Expression der Gene des dlt Operons (dltA-D), des glg Operons (glgA, glgB 
 
Abbildung 4.13: Verifikation der Genexpression-Änderungen mittels relativer quantitativer Real-time 
PCR, die durch die Microarray-Analyse detektiert wurden  
Die relative Änderung der Genexpression von der Real-time PCR- (weiß) und Microarray-Analyse (schwarz) 
sind im Vergleich dargestellt. Die 0 h-Werte sind weiß und die 5 h-Werte grau hinterlegt. Angegeben ist der 




und glgD), ndk sowie eine Verringerung der Expression des Gens SGGBAA_c20810. Die 
höchsten Expressionsunterschiede dieser Gene konnten nach fünf Stunden Inkubation im 
Vergleich zum Nullstundenwert festgestellt werden. Eine Ausnahme bildet die 
Genexpressionserhöhung von nox, die verglichen mit dem 5 h-Wert initial nach der 
Phagozytose am höchsten war.  
 
4.4 Überleben oder Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Medium mit 
verschiedenen bakteriziden Reagenzien 
In den Phagosomen dienen verschiedene Mechanismen dazu, die phagozytierten 
Mikroorganismen abzutöten und zu degradieren. Eine frühe Reaktion von Phagozyten ist der 
oxidative Burst, also die Bildung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies. Außerdem 
werden gereifte Phagosomen mittels ATPasen angesäuert. Lysozym wird sowohl von 
Phagozyten sekretiert als auch in Phagolysosomen genutzt, um Mikroorganismen zu 
degradieren. In den folgenden Versuchen wurde das Überleben beziehungsweise Wachstum 
verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme in Präsenz dieser Reagenzien 
untersucht. 
 
4.4.1 Überleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in saurem Medium 
Ein wichtiger Mechanismus in Phagozyten zur Tötung von Mikroorganismen ist die 
Ansäuerung von Phagolysosomen mittels ATPasen. Der finale pH-Wert in diesen Organellen 
liegt zwischen vier und fünf. Aufgrund dessen wurde der prozentuale Anteil vitaler Zellen von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Medium mit einem pH von vier im Vergleich zum 
Überleben in Medium mit neutralem pH-Wert nach fünfstündiger Inkubation ermittelt 
(Abbildung 4.14). Es konnte gezeigt werden, dass im sauren Medium nur 22–31 % vitale 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen im Vergleich zum neutralen Medium nachweisbar 
sind. Die höchste Überlebensrate zeigten die Zellen des Stammes BAA-2069, während die 
Bakterien des Stammes UCN 34 die geringste Überlebensrate zeigten. Im Vergleich zum 
S. aureus Referenzstamm ATCC 25923 überlebten alle untersuchten S. gallolyticus subsp. 






4.4.2 Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Gegenwart von 
Wasserstoffperoxid 
Der oxidative Burst gehört zur ersten Reaktion von Phagozyten auf Mikroorganismen. Deshalb 
wurde das Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in H2O2-ergänztem Medium 
untersucht. Es konnten Einschränkungen im Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
ab einer Konzentration von 10 mM H2O2 ermittelt werden (Abbildung 4.15). Ab einer 
Konzentration von 20 mM H2O2 wurden keine vitalen Bakterien mehr im Medium detektiert 
(nicht gezeigt). Die Ergebnisse der Wachstumsanalyse nach fünf Stunden Inkubation, sind in 
der Abbildung 4.15A (10 mM H2O2) und der Abbildung 4.15B (15 mM H2O2) dargestellt. Es 
wurden nur marginale Unterschiede im Überleben zwischen den einzelnen Stämmen in 
Medium mit 10 mM H2O2 festgestellt (Abbildung 4.15A). Im Vergleich zur Kontrolle ohne 
H2O2-Zugabe (100 %), stammten die Proben mit den wenigsten vitalen Zellen von den 
Stämmen BAA-2069 und ATCC 43143 (beide 87 %) sowie vom S. aureus Stamm (90 %). Die 
gleiche Anzahl vitaler Bakterien wie in der Kontrolle wurde für die Stämme DSM 16831 
(99 %) und UCN 34 (102 %) in Gegenwart von 10 mM H2O2 detektiert. Größere 
stammabhängige Unterschiede gab es im Wachstum der verschiedenen untersuchten Stämme 
in BHI-Medium mit 15 mM H2O2. Am stärksten wuchsen in diesem Medium die S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stämme UCN 34 und ATCC 43143. Im Vergleich zu den anderen 
untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen war das Wachstum des Stammes 





BAA-2069 vs. ATCC 43143 
p<0,005 
DSM 16831 vs. BAA-2069 
BAA-2069 vs. LMG 17956 
p<0,0001 
DSM 16831 vs. SA 
BAA-2069 vs. UCN 34 
BAA-2069 vs. SA 
LMG 17956 vs. SA 
UCN 34 vs. SA 
ATCC 43143 vs. SA 
Abbildung 4.14: Überleben von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen in saurem Milieu 
Dargestellt ist das prozentuale Überleben der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme DSM 16831, 
BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 (grau) sowie des S. aureus Stammes ATCC 25923 
(schwarz) in BHI mit pH 4 im Verhältnis zum Überleben in BHI mit pH 7 (100 %; gestrichelte Linie) nach 
fünf Stunden Inkubation. Die Balken präsentieren den Mittelwert mit Standardfehler (n = 3). Die 




S. aureus Stamm ATCC 25923 war im Vergleich zu allen S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Stämmen signifikant inhibiert. In anderen Studien wurde bereits nachgewiesen, dass 
Biofilmbildung den Bakterien als Schutz vor H2O2 dient (Jang et al., 2016). Der Einfluss von 
H2O2 im Bezug auf die Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus wurde ebenfalls 
analysiert und das Ergebnis ist im Kapitel 4.5.2 dargestellt. 
 
 
4.4.3 Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Lysozym-supplementiertem 
Medium 
Lysozym hydrolisiert die β-1,4-glykosidische Bindung zwischen N-Acetylmuraminsäure- und 
N-Acetylglucosaminresten im Peptidoglykan der Zellwand von Bakterien. Es dient Phagozyten 
zur extrazellulären Degradation von Mikroorganismen sowie zur Abtötung von 


























































10 mM H2O2: 15 mM H2O2:  
p<0,005: p<0,05: p<0,0001: 
BAA-2069 vs UCN 34 DSM 16831 vs. ATCC 
43143 
DSM 16831 vs. SA 
 p<0,005: LMG 17956 vs UCN 34 
 BAA-2069 vs SA LMG 17956 vs. ATCC 
43143 
  LMG 17956 vs SA 
  UCN 34 vs SA 
  ATCC 43143 vs SA 
 
Abbildung 4.15: Prozentualer Anteil vitaler S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme nach 
fünfstündiger Inkubation in BHI Medium mit verschiedenen H2O2-Konzentrationen  
Dargestellt ist das prozentuale Wachstum der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme DSM 16831, 
BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 (grau) sowie des S. aureus (SA) Stammes ATCC 25923 
(schwarz) in Gegenwart von A) 10 mM H2O2 und B) 15 mM H2O2 im Verhältnis zum Wachstum in BHI ohne 
die Zugabe von H2O2 (100 %; gestrichelte Linie). Angegeben ist der Mittelwert mit Standardfehler (n = 3). 




Resistenz ist ein wichtiger Virulenzfaktor für Pathogene und wurde in dieser Arbeit bei fünf 
verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen im Vergleich zum S. aureus Stamm 
ATCC 25923 untersucht. Die Ergebnisse nach fünfstündigem Wachstum von S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stämmen in Medium mit verschiedenen Lysozymkonzentrationen im 
Vergleich zum Wachstum ohne Lysozym (100 %) sind in Abbildung 4.16 dargestellt. Es konnte 
gezeigt werden, dass die Wachstumsfähigkeit in Gegenwart von Lysozym stammabhängig war. 
Mit 5 mg/ml Lysozym im BHI Medium wuchsen folgende Stämme marginal weniger als in der 
Kontrolle ohne Lysozym: DSM 16831 (63 %), BAA-2069 (87 %), LMG 17956 (66 %) und 
ATCC 43143 (83 %). Das Wachstum des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammes UCN 34 
sowie des Referenzstammes S. aureus ATCC 25923 wurden durch 5 mg/ml Lysozym nicht 
inhibiert. In BHI Medium mit 10 mg/ml Lysozym konnte eine mittlere Einschränkung des 
Wachstums von ca. 50 % bei den Stämmen BAA-2069 und LMG 17956 beobachtet werden. In 
diesem Medium wurde das Wachstum des Stammes ATCC 43143 auf ca. 67 % Wachstum im 
Vergleich zur Kontrolle verringert. Wesentlich stärker wurde das Wachstum von DSM 16831 
bei 10 mg/ml Lysozym inhibiert. Es konnten im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym nur 
11 % vitale Zellen detektiert werden. Das Wachstum vom S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Stamm UCN 34 sowie das Wachstum vom S. aureus Stamm ATCC 25923 wurde durch 
10 mg/ml Lysozym im Medium ebenfalls nicht inhibiert. Auch die Zugabe von 20 mg/ml 
Lysozym im Medium inhibierte das Wachstum dieser beiden Stämme nicht. Vom Stamm 
DSM 16831 wurden jedoch nur 0,03 % vitale Bakterien in Medium mit 20 mg/ml Lysozym in 
BHI Medium im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym ermittelt. Das Wachstum von den 
Stämmen LMG 17956 und ATCC 43143 wurde auf ca. 50 % reduziert und etwas weniger vitale 
Bakterien (ca. 32 %) wurden vom Stamm BAA-2069 nachgewiesen. Der Stamm UCN 34 
wuchs signifikant besser in Lysozym-ergänztem Medium als die anderen untersuchten 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme (20 mg/ml Lysozym: p<0,005). Im Gegensatz dazu 
wuchs der Stamm DSM 16831 signifikant schlechter in Medium mit Lysozym-Zugabe 
(20 mg/ml Lysozym: p<0,0001). Das Wachstum des S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Stammes LMG 17956 wurde in allen mit Lysozym versetzten Medien, unabhängig von der 





Eine vorherige Studie hat gezeigt, dass Lysozym eine Unterscheidung zwischen bovinen und 
humanen Isolaten möglich macht, weil die Isolate unterschiedlich sensitiv sind (Kurtovic et al., 
2003). Aufgrund dessen wurden von 20 weiteren S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolaten die 
Lysozym-Resistenz untersucht (Abbildung 4.17). Es konnten jedoch keine signifikanten 
Unterschiede zwischen dem Wachstum humaner Isolate und dem Wachstum tierischer Isolate 














5 mg/ml Lysozym: 10 mg/ml Lysozym: 20 mg/ml Lysozym: 
p<0,05: p<0,05: p<0,05: 
DSM 16831 vs BAA-2069 DSM 16831 vs BAA-2069 BAA-2069 vs LMG 17956 
BAA-2069 vs LMG 17956 p<0,005: p<0,005: 
LMG 17956 vs ATCC 43143 LMG 17956 vs UCN 34 LMG 17956 vs UCN 34 
p<0,005: UCN 34 vs ATCC 43143 p<0,0001: 
DSM 16831 vs ATCC 43143 p<0,0005: DSM 16831 vs BAA-2069 
BAA-2069 vs UCN 34 BAA-2069 vs ATCC 43143 DSM 16831 vs LMG 17956 
p<0,0005: p<0,0001: DSM 16831 vs UCN 34 
BAA-2069 vs SA DSM 16831 vs LMG 17956 DSM 16831 vs ATCC 43143 
LMG 17956 vs UCN 34 DSM 16831 vs UCN 34 DSM 16831 vs SA 
LMG 17956 vs SA DSM 16831 vs ATCC 43143 BAA-2069 vs UCN 34 
UCN 34 vs ATCC 43143 DSM 16831 vs SA BAA-2069 vs ATCC 43143 
p<0,0001: BAA-2069 vs UCN 34 BAA-2069 vs SA 
DSM 16831 vs UCN 34 BAA-2069 vs SA LMG 17956 vs SA 
DSM 16831 vs SA LMG 17956 vs SA UCN 34 vs ATCC 43143 
ATCC 43143 vs SA ATCC 43143 vs SA ATCC 43143 vs SA 
 
Abbildung 4.16: Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen in Medium mit 
verschiedenen Lysozymkonzentrationen 
Dargestellt ist der prozentuale Anteil vitaler Bakterien der S. gallolyticus subsp. gallolyticus (SGG) Stämme 
DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 sowie des S. aureus (SA) Stammes 
ATCC 25923 in Medium mit 5 mg/ml Lysozym (schwarz), 10 mg/ml Lysozym (grau) und 20 mg/ml Lysozym 
(weiß) im Verhältnis zur Kontrolle ohne Lysozym-Zugabe (100 %; gestrichelte Linie) nach fünfstündigem 
Wachstum. Angegeben ist der Mittelwert mit Standardfehler (n = 3). Die Signifikanz zwischen den einzelnen 







Bei der Untersuchung der Lysozym-Resistenz von S. gallolyticus subsp. gallolyticus wurde 
beobachtet, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Lysozym-supplementiertem Medium 
verstärkt Biofilm bildet. Dies wird im folgenden Kapitel näher analysiert. 
 
4.5 Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Inkubation mit Lysozym  
Die Beobachtung, dass die Lysozym-Behandlung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus zur 
verstärkten Biofilmbildung führt, wurde näher an einem Polystyrol-Modell untersucht. 
Polystyrol dient in verschiedenen Studien als Adhäsionsgrundfläche zur Analyse von Biofilmen 
(Vollmer et al., 2010a; Svensson et al., 2014; Berlanga et al., 2015). Die Adhäsion der 
Bakterien an Polystyrol wurde quantifiziert, indem die Zellwand der adhärenten Bakterien mit 
Kristallviolett gefärbt und anschließend die Absorption gemessen wurde. Die Adhäsion wurde 
nach fünf- und 16-stündiger Inkubation in BHI mit und ohne Lysozym ermittelt (Abbildung 
4.18).  
Nach fünfstündiger Inkubation führte die Lysozym-Behandlung bei drei S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämmen zu einer signifikanten Veränderung in der Biofilmbildung (Abbildung 
4.18A). Die Biofilmbildung des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammes DSM 16831 war 
nach Lysozym-Behandlung sowohl mit 10 mg/ml als auch 20 mg/ml, im Vergleich zur 
Kontrolle ohne Lysozym, vermindert. Im Gegensatz dazu war die Biofilmbildung von den 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen BAA-2069 bei 20 mg/ml Lysozym und 
LMG 17956 bei 10 mg/ml Lysozym signifikant verstärkt. Die Biofilmbildung der Stämme 
 
Abbildung 4.17: Anteil vitaler tierischer oder humaner S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate nach 
fünfstündiger Inkubation in BHI mit verschiedenen Lysozymkonzentrationen  
Dargestellt ist der prozentuale Anteil vitaler Bakterien verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Isolate, 
die entweder aus Tieren oder Menschen isoliert wurden, nach fünfstündigem Wachstum. Das Wachstum wurde 
in Medium mit 1 mg/ml Lysozym, 5 mg/ml Lysozym, 10 mg/ml Lysozym, 15 mg/ml Lysozym und 20 mg/ml 
Lysozym im Verhältnis zur Kontrolle ohne Lysozym-Zugabe (100 %; gestrichelte Linie). Angegeben ist der 





UCN 34 und ATCC 43143 war bei Lysozym-Zugabe nach fünfstündiger Inkubation tendenziell 
verringert und die Biofilmbildung des S. aureus Stammes ATCC 25923 war im BHI Medium 
mit 20 mg/ml Lysozym tendenziell erhöht. 
 
 
Nach 16 Stunden Inkubation der Bakterien mit Lysozym war die Biofilmbildung insgesamt 
stärker bei den Stämmen BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 (Abbildung 
4.18B). Der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm DSM 16831 bildete, wie auch nach 
fünfstündiger Inkubation, einen signifikant verringerten Biofilm an Polystyrol. Die Lysozym-
Behandlung bewirkte jedoch bei den anderen vier untersuchten S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämmen (BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143) eine signifikant 
verstärkte Bildung des Biofilms im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym. Die größten 
**** *** ns * * ns ns ns ns ns ns
ns
* *** **** ** *** *** *** **** **** **** ns ns
 
Abbildung 4.18: Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Lysozym-supplementiertem 
Medium 
Dargestellt ist die Absorption der Biofilme von den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen DSM 16831, 
BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus Stamm ATCC 25923 in BHI 
(schwarz), in BHI mit 10 mg/ml Lysozym (grau) und 20 mg/ml Lysozym (weiß) nach fünf Stunden (A) und 
16-stündiger Inkubation (B) bei λ = 550 nm nach Kristallviolett-Färbung. Angegeben ist der Mittelwert mit 
Standardfehler (n = 3). Die Signifikanz zwischen den Werten der Kontrollen (ohne Lysozym) und behandelten 
Proben (mit Lysozym) wurden mit dem Mann Whitney U-test berechnet. (ns = nicht signifikant; *: p<0,05; 




Unterschiede in der Biofilmbildung zwischen der Kontrolle und den Lysozym-behandelten 
Proben war bei den Stämmen BAA-2069 und ATCC 43143 zu beobachten. Auch beim 
S. aureus Referenzstamm ATCC 25923 wurde nach 16 Stunden eine tendenzielle, jedoch nicht 
signifikante, Erhöhung der Biofilmbildung nach Lysozym-Behandlung beobachtet.  
Die Vitalität der Bakterien im Biofilm wurde zusätzlich durch Ermittlung der koloniebildenden 
Einheiten bestimmt. Hierfür wurde der Biofilm mittels des Detergenz Saponin aufgebrochen, 
resuspendiert und ausplattiert. In der Abbildung 4.19A und 4.19B sind die prozentualen Anteile 
an vitalen bakteriellen Zellen im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym dargestellt. Nach fünf 
Stunden wurden mehr vitale Zellen der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme BAA-2069 
und LMG 17956 im Vergleich zur Kontrolle ermittelt. Dies wurde auch durch die Analyse 
mittels Kristallviolett verifiziert. Weniger oder gleich viele vitale Zellen wie in der Kontrolle 
konnten von den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen UCN 34 und ATCC 43143 sowie 
von dem S. aureus Stamm ATCC 25923 ermittelt werden. Nach 16 Stunden Inkubation wurden 
insgesamt weniger vitale Zellen nachgewiesen (Abbildung 4.19B). Die Vitalität der 
 
Abbildung 4.19: Bakterieller Titer im Biofilm von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Lysozym-
supplementiertem Medium 
Dargestellt ist der prozentuale Anteil vitaler Bakterien der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme 
DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus Stamm 
ATCC 25923 in BHI mit 10 mg/ml Lysozym (grau) und 20 mg/ml Lysozym (weiß) zur Kontrolle ohne 
Lysozym (100 %; gestrichelte Linie) nach fünf Stunden (A) und 16-stündiger Inkubation (B). Angegeben ist 




S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme DSM 16831 und BAA-2069 war geringer als in der 
Kontrolle ohne Lysozym. Eine erhöhte Anzahl vitaler Zellen im Vergleich zur Kontrolle wurde 
nur in den Biofilmen der Stämme LMG 17956 und UCN 34 nachgewiesen. Die Anzahl vitaler 
Zellen in Biofilmen mit und ohne Lysozym glich der beim S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Stamm ATCC 43143 und dem S. aureus Stamm ATCC 25923. 
Um zu überprüfen, ob tatsächlich intakte bakterielle Zellen und nicht nur durch 
Lysozymdegradation vorhandene Zelldebris adhärent am Polystyrol vorliegen, wurden die 
adhärenten Zellen nach 16-stündiger Inkubation fluoreszenzmikroskopisch mittels DAPI-
Färbung untersucht (Abbildung 4.20). Am Mikroskop konnten kokkenförmige Strukturen 
ausgemacht werden. Daraus kann geschlossen werden, dass die Bakterienzellen im Biofilm 
intakt waren. In der 400-fachen Vergrößerung (Abbildung 4.20) konnten vom S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stamm DSM 16831 ohne Lysozym-Behandlung Mikrokolonien detektiert 
werden (erste Reihe). Nach Lysozym-Behandlung waren jedoch nur noch vereinzelt adhärente 
Bakterien dieses Stammes an Polystyrol zu beobachten. Anders verhielt es sich bei den anderen 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen. Der Stamm BAA-2069 bildete auch ohne 
Lysozym viele Mikrokolonien. Diese traten jedoch verstärkt nach Lysozym-Zugabe auf. In 
Medium ohne Lysozym waren nur vereinzelte adhärente Zellen des Stammes LMG 17956 zu 
erkennen. In Medium mit Lysozym bildete dieser jedoch Mikrokolonien am Polystyrol. Die 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme UCN 34 und ATCC 43143 bildeten ohne Lysozym 
vereinzelte Mikrokolonien. Mit Lysozym waren Mikrokolonien auf der ganzen Fläche des 
Polystyrols zu erkennen. Im Vergleich dazu bildete der S. aureus Stamm ATCC 25923 nur 







Abbildung 4.20: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der an Polystyrol adhärenten S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stämme nach Inkubation in BHI ohne Lysozym, mit 10 mg/ml Lysozym oder mit 
20 mg/ml Lysozym  
Gezeigt ist die Adhäsion der mit DAPI-markierten S. gallolyticus subsp. gallolyticus (SGG) Stämme DSM 16831, 
BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 sowie des S. aureus (SA) Stammes ATCC 25923, an 
Polystyrol nach 16 Stunden Inkubation in BHI ohne Lysozym (links), mit 10 mg/ml Lysozym (Mitte) oder 




4.5.1 Adhäsion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus an Kollagen Typ I bei Lysozym-
Zugabe 
Die Kollagen-Adhäsion am Endokard ist ein initialer Schritt in der Kolonisierung von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus. Deshalb wurde die Biofilmbildung in Gegenwart von 
Lysozym nicht nur am Polystyrol-Modell, sondern auch an Kollagen Typ I untersucht. 
Außerdem wurde die Kollagenadhäsion mittels Transkriptom-Analyse im Kapitel 4.7 
untersucht. In der Abbildung 4.21 ist die Adhäsion der einzelnen S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämme an immobilisiertes BSA sowie Kollagen Typ I ohne und mit Lysozym-
Zugabe dargestellt. Nach fünf Stunden Inkubation konnten keine signifikanten Unterschiede in 
der BSA- oder Kollagen-Adhäsion der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme festgestellt 
werden. Eine Ausnahme bildete der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm BAA-2069. Bei 
diesem konnte signifikant eine stärkere Adhäsion an BSA und Kollagen Typ I in BHI mit 
Lysozym im Vergleich zur Inkubation ohne Lysozym festgestellt werden (Abbildung 4.21). 
 
4.5.2 Biofilmbildung in Wasserstoffperoxid-supplementiertem Medium 
Die Biofilmbildung dient den Bakterien als Schutz vor äußeren schädlichen Einflüssen. 
Aufgrund dessen wurde neben der Biofilmbildung bei Lysozym-Zugabe ins Medium auch die 
Biofilmbildung bei verschiedenen H2O2-Konzentrationen in BHI-Medium ermittelt. Die 
Ergebnisse sind in Abbildung 4.22 dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass H2O2 die 
Biofilmbildung der zwei S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme DSM 16831 und 
** ** *
Abbildung 4.21: Adhäsion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus an Kollagen Typ I in Gegenwart von 
Lysozym nach fünfstündiger Inkubation 
Dargestellt ist die Absorption der an Kollagen Typ I und BSA adhärenten Kristallviolett-gefärbten 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 
im Vergleich zum S. aureus Stamm ATCC 25923 in BHI (schwarz), in BHI mit 10 mg/ml Lysozym (grau) 
oder 20 mg/ml Lysozym (weiß) nach fünf Stunden Inkubation bei λ = 550 nm. Angegeben ist der Mittelwert 
mit Standardfehler (n = 3). Die Signifikanz zwischen den Werten der Kontrollen (ohne Lysozym) und 




BAA-2069 bei einer Konzentration von 15 mM H2O2 signifikant reduziert. Die Adhäsion an 
Polystyrol der Stämme UCN 34 und ATCC 43143 ist bei dieser H2O2-Konzentration in BHI-
Medium tendenziell höher als in BHI-Medium ohne H2O2. Der S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stamm LMG 17956 und der S. aureus Stamm ATCC 25923 zeigten bei allen H2O2-
Konzentrationen die gleiche Adhäsionsfähigkeit an Polystyrol. 
 
4.6 Transkriptomanalyse der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme BAA-2069 und 
UCN 34 in Gegenwart von Lysozym  
Für die Transkriptom-Analyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus wurden zwei Stämme 
ausgewählt, die im Zusammenhang mit Lysozym unterschiedliche Phänotypen aufwiesen. Wie 
im Kapitel 4.5 gezeigt wurde, wies der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm BAA-2069 
nach fünfstündiger Inkubation in Medium mit Lysozym eine stärkere Adhäsion an Polystyrol, 
an Kollagen Typ I und BSA auf als in Medium ohne Lysozym. Der S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stamm UCN 34 war stark Lysozym-resistent und konnte bei einer Konzentration 
von 20 mg/ml Lysozym ohne Inhibition wachsen (Kapitel 4.4.3). Deshalb wurden die 
Genexpressionen dieser beiden Stämme in Medium mit Lysozym näher untersucht. Hierfür 
wurden Microarray-Analysen nach fünfstündiger Inkubation in BHI-Medium mit 10 mg/ml 
Lysozym im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym durchgeführt. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 4.7 und in Tabelle 4.8 dargestellt. Zwecks besserer Übersicht wurden die regulierten 
Gene nach Funktion ihrer Produkte sortiert, in einem Balkendiagramm aufgetragen und in den 
Abbildung 4.23A und 4.22B dargestellt. 
** *
 
Abbildung 4.22: Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Gegenwart von H2O2 
Dargestellt ist die ermittelte Absorption bei λ = 550 nm nach Biofilmbildung der S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämme DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 im Vergleich zum 
S. aureus Stamm ATCC 25923 in BHI (schwarz), in BHI mit 10 mM H2O2 (grau) und 15 mM H2O2 (weiß). 
Die bakteriellen Zellen wurden mittels Kristallviolett angefärbt. Angegeben ist der Mittelwert mit 
Standardfehler (n = 3). Die Signifikanz zwischen den Werten der Kontrollen (ohne H2O2) und behandelten 





Tabelle 4.7: Tabellarische Darstellung der Expression verschiedener Gene der S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämme BAA-2069 und UCN 34 nach fünfstündiger Inkubation in BHI Medium mit Lysozym 
im Vergleich zur Kontrolle (n = 3; n. r. =nicht reguliert; n. p. = im jeweiligen Genom nicht vorhanden; 
- = nicht relevant). 
BAA-2069 und UCN 34: Erhöhte Genexpression  BAA-2069 UCN 34 













SGGBAA2069_c00120 putative beta-lactamase 1,02 0,01 2,03 n. r. - n. r. 
  SGGBAA2069_c03220 
multiple antibiotic resistance protein 
marR 
2,13 0,03 4,39 n. p. - n. p. 
Aminosäure-
Metabolismus 
argG argininosuccinate synthase n. r. - n. r. 1,59 0,02 3,01 
 asnA asparagine synthetase AsnA 1,06 0,01 2,09 n. r. - n. r. 
 citA citrate synthase  n. p. - n. p. 1,20 0,05 2,29 
 GALLO_0143 acetyltransferase   n. r. - n. r. 1,09 0,02 2,13 
 GALLO_1269 GNAT family acetyltransferase n. p. - n. p. 1,34 0,01 2,52 
 GALLO_1848 putative glutamine amidotransferase n. p. - n. p. 2,28 0,01 4,87 




n. r. - n. r. 1,57 0,00 2,98 
  nifS cysteine desulfurase/ aminotransferase 1,28 0,01 2,42 1,35 0,02 2,55 
 panE 2-dehydropantoate 2-reductase n. r. - n. r. 1,46 0,04 2,76 
  SGGBAA2069_c18080 putative glutamine amidotransferase 1,99 0,01 3,97 n. r. - n. r. 
 sufS 
cysteine desulfurase / selenocysteine 
lyase 
n. r. - n. r. 1,17 0,00 2,24 
Kohlenhydrat-
Metabolismus 
gpmA phosphoglyceromutase n. r. - n. r. 1,33 0,01 2,51 
  icd isocitrate dehydrogenase   n. r. - n. r. 1,07 0,02 2,10 
 pfkA 6-phosphofructokinase n. r. - n. r. 1,48 0,03 2,78 
  pgi glucose-6-phosphate isomerase n. r. - n. r. 1,01 0,02 2,01 
  pyk pyruvate kinase n. r. - n. r. 1,14 0,04 2,21 
DNA-Bindung/ 
Reparatur 
GALLO_0671 phosphoglycolate phosphatase  n. r. - n. r. 1,33 0,00 2,52 
 GALLO_0742 DHH family phosphatase protein n. r. - n. r. 1,27 0,01 2,41 
  ogt 
6-O-methylguanine DNA 
methyltransferase 
1,02 0,04 2,02 1,70 0,01 3,26 
 parC topoisomerase IV subunit A n. r. - n. r. 1,18 0,04 2,27 
 pelL1 pectate lyase L 2,04 0,03 4,10 1,29 0,04 2,45 
 polC DNA polymerase III  n. r. - n. r. 1,22 0,04 2,33 
 recO DNA repair protein recO 1,10 0,02 2,15 n. r. - n. r. 
 rggA 
putative transcriptional activator 
Rgg/GadR/MutR 
n. p. - n. p. 1,54 0,03 2,91 
 ssbA single-stranded DNA-binding protein  n. p. - n. p. 2,52 0,02 5,74 
 ssbB single-strand DNA-binding protein 2,36 0,02 5,12 n. r. - n. r. 
 topA DNA topoisomerase I   n. r. - n. r. 1,86 0,04 3,64 
Fettsäuren-
Metabolismus 
accA acetyl-CoA carboxylase subunit alpha n. r. - n. r. 1,74 0,00 3,34 
 accB 
acetyl-CoA carboxylase biotin carboxyl 
carrier protein subunit  
n. r. - n. r. 2,25 0,01 4,76 
 accC 
acetyl-CoA carboxylase biotin 
carboxylase subunit 
n. r. - n. r. 1,74 0,02 3,35 
 accD acetyl-CoA carboxylase subunit beta n. r. - n. r. 1,53 0,04 2,89 
 fabD 
malonyl CoA-acyl carrier protein 
transacylase 
n. r. - n. r. 2,12 0,02 4,36 
 fabF 
3-oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase 
II 
n. r. - n. r. 1,98 0,00 3,94 
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 fabH 3-oxoacyl-ACP synthase 1,75 0,02 3,36 2,27 0,00 4,82 




n. r. - n. r. 1,95 0,00 3,87 




n. p. - n. p. 1,06 0,02 2,08 






n. r. - n. r. 1,42 0,02 2,67 
H2O2 Toleranz ahpC alkyl hydroperoxide reductase 1,17 0,02 2,25 1,90 0,01 3,74 
  ahpF alkyl hydroperoxide reductase subunit F 1,07 0,04 2,10 1,89 0,04 3,70 
 naoX NADH oxidase 1,05 0,03 2,07 n. p. - n. p. 
Immunität mccF microcin immunity protein MccF 1,67 0,03 3,18 2,22 0,00 4,65 
  cinA competence damage-inducible protein A  1,34 0,05 2,53 2,00 0,02 4,00 
Metabolismus phnA phosphonoacetate hydrolase n. r. - n. r. 1,38 0,05 2,60 
Metallbindung GALLO_0832 metal dependent phosphohydrolase n. p. - n. p. 1,59 0,02 3,00 
Nukleotid-
Biosynthese 
prsyn ribose-phosphate pyrophosphokinase n. r. - n. r. 1,19 0,02 2,28 
  add adenosine deaminase n. r. - n. r. 1,08 0,04 2,12 
Oxireduktase gapN 
NADP-dependent glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase   
n. r. - n. r. 1,91 0,02 3,76 
Phagen-Protein int5 
site-specific recombinase, phage 
integrase family 
n. r. - n. r. 1,10 0,03 2,15 
Porphyrin 
Synthese 
GALLO_1275 uroporphyrinogen decarboxylase  n. p. - n. p. 1,97 0,01 3,92 
Protease clpP 
ATP-dependent Clp protease proteolytic 
subunit  
n. r. - n. r. 1,08 0,03 2,11 
 GALLO_0849 Zn-dependent protease n. p. - n. p. 2,02 0,05 4,05 
  GALLO_2250 insulinase, M16 family peptidase   n. r. - n. r. 1,02 0,04 2,02 
  pepB oligoendopeptidase F n. r. - n. r. 1,31 0,03 2,48 




alaS alanyl-tRNA ligase   n. r. - n. r. 1,29 0,03 2,45 
 asnA asparagine synthetase AsnA n. r. - n. r. 1,70 0,03 3,26 
 cysS cysteinyl-tRNA synthetase n. r. - n. r. 1,49 0,01 2,80 
 GALLO_1298 queuosine biosynthesis protein   n. r. - n. r. 2,21 0,05 4,63 
 GALLO_1812 RNA methyltransferase   n. p. - n. p. 1,86 0,00 3,64 
 gatA 
aspartyl/glutamyl-tRNA 
amidotransferase subunit A   
n. r. - n. r. 1,31 0,01 2,47 
 ileS isoleucyl-tRNA ligase   n. r. - n. r. 1,24 0,02 2,36 
 infA translation initiation factor IF-1 2,00 0,03 4,01 1,69 0,00 3,23 
  leuS leucyl-tRNA synthetase n. r. - n. r. 1,07 0,02 2,09 
 prsA1 foldase protein PrsA 1,84 0,01 3,58 2,12 0,04 4,35 
 thrS threonyl-tRNA ligase   n. r. - n. r. 1,37 0,00 2,59 
 tig trigger factor 1,11 0,01 2,16 n. r. - n. r. 




n. r. - n. r. 1,12 0,02 2,18 
 mnmA tRNA-specific 2-thiouridylase MnmA   1,21 0,01 2,31 1,54 0,02 2,91 
 tyrS tyrosyl-tRNA synthetase n. r. - n. r. 1,26 0,03 2,40 
 yqaB acetyltransferase   n. r. - n. r. 1,27 0,02 2,41 
Redox 
Metabolismus 
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GALLO_1741 arsenate reductase family protein n. r. - n. r. 1,14 0,01 2,21 
Ribosom prfC peptide chain release factor 3 1,32 0,01 2,49 1,48 0,02 2,78 
  rplA 50S ribosomal protein L1  1,89 0,02 3,70 2,37 0,02 5,18 
  rplC 50S ribosomal protein L3  1,88 0,01 3,68 2,13 0,04 4,38 
  rplD 50S ribosomal protein L4 1,47 0,03 2,78 1,97 0,01 3,91 
  rplE 50S ribosomal protein L5 1,05 0,04 2,07 n. r. - n. r. 
  rplF 50S ribosomal protein L6 1,03 0,04 2,04 1,36 0,03 2,56 
  rplJ 50S ribosomal protein L10 1,81 0,03 3,51 2,39 0,00 5,24 
  rplK 50S ribosomal protein L11 2,35 0,01 5,10 2,62 0,05 6,15 
  rplL 50S ribosomal protein L7/L12 1,65 0,01 3,14 n. r. - n. r. 
 rplM 50S ribosomal protein L13 n. r. - n. r. 1,39 0,03 2,62 
  rplN 50S ribosomal protein L14 1,12 0,03 2,17 n. r. - n. r. 
  rplO 50S ribosomal protein L15 1,53 0,03 2,89 1,63 0,04 3,09 
  rplP 50S ribosomal protein L16   1,22 0,05 2,33 1,59 0,04 3,02 
 rplQ 50S ribosomal protein L17  n. r. - n. r. 1,48 0,02 2,80 
  rplU 50S ribosomal protein L21 1,28 0,02 2,42 1,75 0,00 3,36 
  rplV 50S ribosomal protein L22 1,48 0,03 2,78 1,53 0,01 2,88 
  rplW 50S ribosomal protein L23 1,46 0,02 2,75 1,69 0,00 3,22 
 rplX 50S ribosomal protein L24 n. r. - n. r. 1,48 0,01 2,79 
  rpmC 50S ribosomal protein L29 1,34 0,04 2,53 1,43 0,00 2,69 
  rpmD 50S ribosomal protein L30 1,51 0,01 2,84 n. r. - n. r. 
 rpmJ 50S ribosomal protein L36 n. r. - n. r. 1,52 0,02 2,88 
 rpmQ 50S ribosomal protein L30 n. r. - n. r. 1,28 0,03 2,43 
  rpsB 30S ribosomal protein S2 1,61 0,04 3,06 2,30 0,00 4,92 
 rpsC 30S ribosomal protein S3 n. r. - n. r. 1,58 0,03 3,00 
 rpsD 30S ribosomal protein S4   n. r. - n. r. 1,26 0,02 2,39 
  rpsE 30S ribosomal protein S5 1,19 0,04 2,28 1,43 0,02 2,69 
  rpsF 30S ribosomal protein S6 1,97 0,01 3,93 2,39 0,01 5,26 
  rpsG 30S ribosomal protein S7 1,23 0,01 2,35 1,26 0,00 2,40 
 rpsH 30S ribosomal protein S8 n. r. - n. r. 1,12 0,00 2,18 
 rpsI 30S ribosomal protein S9 n. r. - n. r. 1,17 0,02 2,25 
  rpsJ 30S ribosomal protein S10 1,95 0,03 3,86 2,00 0,04 4,01 
 rpsK 30S ribosomal protein S11 n. r. - n. r. 1,51 0,02 2,85 
 rpsM 30S ribosomal protein S13 n. r. - n. r. 1,78 0,05 3,45 
  rpsQ 30S ribosomal protein S17 1,13 0,04 2,19 1,54 0,00 2,91 
  rpsR 30S ribosomal protein S18 2,79 0,01 6,93 n. r. - n. r. 
 rpsS 30S ribosomal protein S19 n. r. - n. r. 1,72 0,02 3,28 
RNA Biogenese cysS cysteinyl-tRNA synthetase 1,11 0,01 2,16 n. r. - n. r. 
  SGGBAA2069_c02420 
hypothetical protein/putative 
ribonuclease III family protein  
1,16 0,01 2,23 n. r. - n. r. 
  tilS tRNA(Ile)-lysidine synthetase 1,48 0,04 2,79 n. r. - n. r. 
Stickstoff 
Balance 
gnlB nitrogen regulatory protein PII 1,85 0,01 3,62 n. p. - n. p. 
 GALLO_1945 nitroreductase n. p. - n. p. 1,50 0,01 2,83 
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DNA-directed RNA polymerase subunit 
alpha 
n. r. - n. r. 1,78 0,04 3,44 
  tsf elongation factor Ts n. r. - n. r. 1,74 0,04 3,34 
Thiamin 
Biosynthese 
pdxK phosphomethylpyrimidine kinase   n. r. - n. r. 1,41 0,01 2,66 
Transporter atmB ABC transporter ATP-binding protein 1,66 0,01 3,17 2,08 0,03 4,24 
 atpA 
F-type H+-transporting ATPase subunit 
alpha 
n. r. - n. r. 1,52 0,04 2,88 
  atpB F0F1 ATP synthase subunit A 1,40 0,03 2,64 2,40 0,02 5,26 
  atpE F0F1 ATP synthase subunit C n. r. - n. r. 1,80 0,01 3,49 
  atpF F0F1 ATP synthase subunit B 1,47 0,01 2,76 2,27 0,01 4,82 
  atpH F0F1 ATP synthase subunit delta   n. r. - n. r. 2,10 0,00 4,27 
 cysA 
sulfate/thiosulfate import ATP-binding 
protein cysA 
n. r. - n. r. 1,06 0,05 2,09 
  fhuC 
iron complex transport system ATP-
binding protein   
n. r. - n. r. 2,99 0,01 7,92 
  fhuD 
iron (Fe+3) ABC transporter binding 
protein 
n. r. - n. r. 2,93 0,02 7,63 
 GALLO_0402 ABC transporter ATP-binding protein   n. r. - n. r. 1,42 0,03 2,68 
 GALLO_0414 
polar amino acid transport system 
substrate-binding protein   
n. p. - n. p. 3,68 0,01 12,84 
  GALLO_0415 
amino acid ABC transporter membrane 
protein 
n. p. - n. p. 2,07 0,00 4,19 
  GALLO_0902 N-acetyltransferase GCN5   n. r. - n. r. 2,05 0,01 4,14 
 GALLO_1167 
cobalt/nickel transport system ATP-
binding protein  
n. r. - n. r. 1,25 0,04 2,38 
 GALLO_1168 
cobalt/nickel transport system permease 
protein   
n. p. - n. p. 1,23 0,02 2,34 
 GALLO_1269 N-acetyltransferase GCN5 n. p. - n. p. 1,23 0,00 2,35 
 GALLO_1301 ABC transporter ATP-binding protein   n. p. - n. p. 1,48 0,03 2,79 
 GALLO_1745 GNAT family acetyltransferase n. p. - n. p. 1,09 0,02 2,12 
  GALLO_1845 
polar amino acid transport system 
substrate-binding protein  
n. p. - n. p. 2,83 0,04 7,12 
  GALLO_1847 
amino acid ABC transporter substrate-
binding protein 
n. p. - n. p. 1,51 0,00 2,84 
 proB ABC transporter permease   n. r. - n. r. 1,48 0,01 2,79 
 ptsB 
phosphate import ATP-binding protein 
pstB 
n. p. - n. p. 1,12 0,02 2,17 
 sufD iron-sulfur ABC transporter n. r. - n. r. 1,40 0,03 2,65 
 yjgC 
amino acid ABC transporter substrate 
binding protein 
n. r. - n. r. 1,39 0,00 2,62 
 ytmK amino acid ABC transporter permease 1,00 0,01 2,01 1,66 0,04 3,16 
  rpsJ 
polar amino acid transport system 
substrate-binding protein   
1,94 0,05 3,83 n. r. - n. r. 
 SGGBAA2069_c04070 
polar amino acid transport system 
substrate-binding protein   
2,64 0,00 6,22 n. p. - n. p. 
 SGGBAA2069_c04080 
amino acid ABC transporter membrane 
protein 
1,58 0,01 2,99 n. p. - n. p. 
 SGGBAA2069_c04090 
polar amino acid transport system ATP-
binding protein 
1,52 0,04 2,86 n. p. - n. p. 
 SGGBAA2069_c18050 
polar amino acid transport system 
substrate-binding protein 
2,19 0,00 4,57 n. r. - n. r. 
Unbekannte 
Funktion 
GALLO_0309 hypothetical protein n. r. - n. r. 1,18 0,01 2,26 
 GALLO_0353 membrane protein   n. r. - n. r. 2,77 0,02 6,84 
 GALLO_0481 hypothetical protein n. p. - n. p. 1,01 0,05 2,02 
 GALLO_0527 hypothetical protein n. p. - n. p. 1,20 0,01 2,30 
 GALLO_0624 hypothetical protein n. p. - n. p. 2,70 0,02 6,48 
 GALLO_0742 phosphoesterase   n. r. - n. r. 1,17 0,01 2,25 
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 GALLO_0975 hypothetical protein n. p. - n. p. 1,25 0,04 2,37 
 GALLO_1073 hypothetical protein n. p. - n. p. 1,16 0,01 2,23 
 GALLO_1171 ATP-binding protein   n. r. - n. r. 1,59 0,01 3,00 
 GALLO_1176 hypothetical protein   n. r. - n. r. 1,02 0,03 2,03 
 GALLO_1275 hypothetical protein n. p. - n. p. 1,84 0,02 3,59 
 GALLO_1342 hypothetical protein n. p. - n. p. 1,63 0,00 3,10 
 GALLO_1559 membrane protein   n. r. - n. r. 1,26 0,03 2,40 
 GALLO_1637 hypothetical protein n. r. - n. r. 1,67 0,01 3,17 
 GALLO_1877 aminotransferase AlaT   n. p. - n. p. 1,03 0,05 2,04 
 GALLO_2085 hypothetical protein n. r. - n. r. 2,38 0,02 5,19 




hypothetical protein 1,24 0,04 2,36 1,42 0,04 2,67 
 SGGBAA2069_c06260 hypothetical protein 1,80 0,01 3,49 n. r. - n. r. 
  SGGBAA2069_c07890 hypothetical protein 1,99 0,01 3,96 n. r. - n. r. 
  SGGBAA2069_c12660 hypothetical protein 1,71 0,02 3,28 n. p. - n. p. 





subunit 1  
1,18 0,02 2,27 n. r. - n. r. 
  dltB D-alanine transfer protein DltB 2,16 0,01 4,46 3,25 0,02 9,48 
  dltC 
D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase 
subunit 2 
1,98 0,02 3,94 3,16 0,04 8,93 
  dltD 
D-alanine extramembranal transfer 
protein 
2,77 0,01 6,83 3,51 0,02 11,36 
  ftsH cell division protein FtsH 1,14 0,05 2,20 1,59 0,01 3,01 












n. r. - n. r. 1,22 0,03 2,33 
 
Tabelle 4.8: Tabellarische Darstellung der Expression verschiedener Gene der S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämme BAA-2069 und UCN 34 nach fünfstündiger Inkubation in BHI Medium mit Lysozym 
verringert war (n = 3; n. r. =nicht reguliert; n. p. = im jeweiligen Genom nicht vorhanden; - = nicht 
relevant). 
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Säure Toleranz satD 
putative secretion and acid tolerance 
protein SatD 
n. r. - n. r. -1,08 0,02 0,47 
Antibiotika 
Resistenz 
norN multidrug resistance protein mdtK n. r. - n. r. -1,03 0,05 0,49 
  GALLO_0083 penicillin binding protein 1B  n. r. - n. r. -1,05 0,02 0,48 
Kohlenhydrat 
Metabolismus 
bglA beta-glucosidase n. r. - n. r. -1,44 0,03 0,37 
Kompetenz cglA putative competence protein   n. r. - n. r. -1,39 0,04 0,38 
  comEA exogenous DNA-binding protein   n. r. - n. r. -1,22 0,01 0,43 
  GALLO_0088 
putative competence protein, ABC 
transporter   
n. r. - n. r. -1,02 0,02 0,49 
DNA-Bindung/ 
-Reparatur 
GALLO_1840 Rrf2 family transcriptional regulators   n. p. - n. p. -1,76 0,00 0,30 
  GALLO_0923 LysR family transcriptional regulator n. p. - n. p. -1,45 0,04 0,37 
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 GALLO_1079 AraC family transcriptional regulator n. r. - n. r. -1,56 0,03 0,34 




n. p. - n. p. -1,00 0,04 0,50 
Protein Synthese miaA 
tRNA delta(2)-
isopentenylpyrophosphate transferase 
n. r. - n. r. -1,32 0,02 0,40 
  GALLO_0368 ribosome maturation protein RimP  n. r. - n. r. -1,38 0,04 0,38 




PTS system fructose-specific transporter 
subunit IIB 
n. r. - n. r. -1,52 0,05 0,35 
Transporter GALLO_1155 zinc transporter, ZIP family n. p. - n. p. -1,01 0,02 0,49 
  GALLO_2102 CHY zinc finger family protein n. r. - n. r. -1,46 0,03 0,36 
Unbekannte 
Funktion 
GALLO_1644 hypothetical protein n. r. - n. r. -1,37 0,03 0,39 
  GALLO_2018 hypothetical protein n. r. - n. r. -1,25 0,05 0,42 
  GALLO_1799 hypothetical protein n. r. - n. r. -1,22 0,04 0,43 
  GALLO_0091 hypothetical protein n. r. - n. r. -1,22 0,04 0,43 
  GALLO_0141 hypothetical protein n. r. - n. r. -1,20 0,03 0,44 
  GALLO_0915 hypothetical protein n. p. - n. p. -1,13 0,03 0,46 
  GALLO_1780 hypothetical protein n. p. - n. p. -1,12 0,01 0,46 
  GALLO_0718 hypothetical protein n. p. - n. p. -1,07 0,02 0,48 
  GALLO_1493 hypothetical protein n. r. - n. r. -1,06 0,04 0,48 
  GALLO_1207 short chain dehydrogenase   n. r. - n. r. -1,04 0,02 0,49 
  GALLO_1447 hypothetical protein n. r. - n. r. -1,02 0,04 0,49 
 
Mit Hilfe der Transkriptomanalyse konnten insgesamt 67 Gene im Stamm BAA-2069 ermittelt 
werden, deren Expression durch die Zugabe von Lysozym erhöht war. Im Gegensatz dazu 
konnten keine Gene ermittelt werden, deren Expression durch Lysozym verringert wurde. Im 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34 führte Lysozym zu einer erhöhten 
Expression von insgesamt 165 Genen, während die Expression von 30 Genen verringert war. 
Dabei war auffällig, dass die Expression vieler Gene, die für Proteine der Ribosomen kodieren, 
durch die Lysozym-Behandlung hochreguliert wurden (BAA-2069: 23 Ribosomen-kodierende 
Gene; UCN 34: 32 Ribosomen-kodierende Gene). Zusätzlich wurden viele Gene stärker 
exprimiert, die für Proteine kodieren, die an der Proteinbiosynthese, -faltung und -sekretion 
beteiligt sind (BAA-2069: 7 Gene; UCN 34: 18 Gene). In beiden Stämmen bewirkte Lysozym 
eine Erhöhung der Expression von Genen, die für Transportsysteme kodieren – wie zum 
Beispiel der ATP-Synthase im Stamm UCN 34. Außerdem wurden Gene verschiedener 
Metallionentransporter, wie zum Beispiel des Eisen/Schwefel ABC Transporters, exprimiert. 
Zudem wurden Gene stärker in Gegenwart von Lysozym exprimiert, deren Produkte 
verschiedenen metabolischen Wegen zugeordnet werden konnten. Dazu gehörten Gene, die für 




bewirkte darüber hinaus eine Regulation der Expression von Genen, deren Produkte mit 
Antibiotika-Resistenzen assoziiert sind. Im S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm 
BAA-2069 wurde die Expression von zwei Antibiotika-Resistenz-assoziierten Genen 
(SGGBAA2069_c00120; SGGBAA2069_c03220) hochreguliert und im Stamm UCN 34 wurde 
 
 
Abbildung 4.23: Anzahl der Gene, deren Expression durch Lysozym in den S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämmen BAA-2069 und UCN 34 reguliert waren 
Die Anzahl der Gene, dessen Expression erhöht (weiß) war und dessen Expression verringert (schwarz) in den 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen BAA-2069 (oben) und UCN 34 (unten) war, sind nach Funktionen 
sortiert dargestellt. Untersucht wurde die Genregulation nach fünfstündiger Inkubation mit Lysozym im 




die Expression von zwei Antibiotika-Resistenz-assoziierten Genen (norN; GALLO_0083) 
herunterreguliert. Die Expression von Genen, deren Proteine mit einer Toleranz gegenüber 
H2O2 assoziiert werden (ahpC, ahpF und naoX), war in beiden Stämmen erhöht. Eine 
Ausnahme bildete dabei das Gen dpr, dessen Expression in Folge der Inkubation mit Lysozym 
verringert wurde. Des Weiteren wurden diejenigen Gene des dlt Operons stärker exprimiert, 
die die D-Alanylierung von Teichonsäuren bewirken. Auch Gene, die an der Zellteilung 
beteiligt sind, wurden stärker exprimiert. Daneben wurden Genexpressionen durch Lysozym 
reguliert, die der Immunität der Bakterien sowie der Kompetenz zugeordnet werden konnten. 
Die Genexpression der Gene cinA und mccF wurde in beiden untersuchten Stämmen erhöht, 
während die Genexpression der Gene comEA, cglA und GALLO_0088 in UCN 34 
herunterreguliert wurde. Viele Gene deren Expression reguliert waren, können derzeit noch 
keiner Funktion zugeordnet werden. 
 
4.6.1 Verifikation der Transkriptomanalyse nach Lysozym-Behandlung mittels Real-time 
PCR 
Die relative quantitative Real-time PCR wurde dazu genutzt, um die Microarray-Daten bei 
Lysozym-Zugabe (Tabelle 4.7 und Tabelle 4.8) zu verifizieren. Hierfür wurde die Expression 
von 13 Kandidatengenen, deren Expressionen laut Microarray-Analyse durch das Lysozym 
reguliert waren, untersucht. Diese Gene wurden schon zuvor mit Virulenzmechanismen oder 
Quorum Sensing assoziiert (Abbildung 4.24). Insgesamt wurden die Microarray-Daten 
bestätigt. Die Genexpressionsrate bei Bakterien in BHI mit 10 mg/ml Lysozym im Vergleich 
zur Kontrolle ohne Lysozym fiel mittels Real-time PCR nicht so hoch aus, wie in der 
Microarray-Analyse ermittelt wurde. So wurde zum Beispiel in der Real-time PCR eine 
zweifache Genexpressionserhöhung des Gens dltD im Vergleich zur Kontrolle berechnet, 
während die Microarray-Analyse eine Regulation der Expression um den Faktor sieben 
ermittelte. Außerdem konnte die Expressionserhöhung des Gens gnlB im Stamm BAA-2069 
nicht mittels Real-time PCR verifiziert werden. Jedoch konnte im Stamm UCN 34 eine leichte 
Erhöhung der Expression dieses Gens ermittelt werden, die der Tendenz der mittels Microarray-
Analyse ermittelten Expression entsprach. Anders verhielt es sich bei der Expression von norN. 
Die Expression dieses Gens im Stamm UCN 34 wurde laut Microarray-Analyse durch das 
Lysozym herunterreguliert. Mittels Real-time PCR wurde jedoch eine Hochregulierung der 
Expression dieses Gens im Stamm UCN 34 detektiert. Im S. gallolyticus subsp. gallolyticus 






4.7 Analyse der Adhäsion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus an Kollagen Typ I 
Die Adhäsion an Kollagen ist ein wichtiger Virulenzfaktor für S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus, da es an Kollagen im pathologisch veränderten Kolon adhäriert, um parazellulär 
durch das Epithel zu gelangen und damit in den Blutkreislauf einzutreten. Zudem ist die 
Adhäsion an der extrazellulären Matrix des vorgeschädigten Herzens, von der ein Großteil aus 
Kollagen besteht, ausschlaggebend für die bakterielle Kolonisierung sowie der 
Vegetationsausbildung in der infektiösen Endokarditis. Im Kapitel 4.5.1 wurde bereits der 
Einfluss von Lysozym auf die Kollagen-Adhäsion untersucht. In diesem Kapitel wird 
analysiert, inwiefern die Kollagen-Adhäsion das Transkriptom von S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus beeinflusst. Bereits in mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die 
 
Abbildung 4.24: Verifizierung der durch Microarray-Analyse ermittelten Regulationen der 
Genexpressionen nach fünfstündiger Inkubation mit Lysozym mittels Real-time PCR 
Dargestellt sind die relativen Änderungen der Expression von 13 Kandidatengenen fünf Stunden nach Zugabe 
von Lysozym im Vergleich zur Kontrolle ohne Lysozym. Die mit Real-time PCR ermittelte 
Genexpressionsregulation ist in weiß, die mit Microarray-Analyse ermittelte Genexpressionsregulation ist in 
schwarz abgebildet. Angegeben ist der jeweils berechnete Mittelwert (Microarray-Analyse: n = 3; Real-time 




Adhäsionsfähigkeit von S. gallolyticus subsp. gallolyticus an Kollagen stammabhängig ist 
(Vollmer et al., 2010a). Außerdem wurde exemplarisch die Adhäsion an Kollagen Typ I der 
fünf S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 
und ATCC 43143 im Vergleich zum S. aureus Stamm ATCC 25923 ermittelt (Abbildung 
4.25). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde in dieser Arbeit die Kollagen-Adhäsion mittels 
Transkriptomanalyse zweier S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme untersucht.  
Für die Bestimmung der Adhäsion der Bakterien an Kollagen wurde die Kristallviolett-Färbung 
genutzt. Die dargestellten OD550-Werte wurden aus der Absorption von an Kollagen 
gebundener Bakterien abzüglich der Absorption von an BSA gebundener Bakterien berechnet 
(OD550 = OD550 Kollagenadhäsion – OD550 BSA-Adhäsion). Es konnte gezeigt werden, dass 
der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34 nach zweistündiger Inkubation in BHI 
am stärksten an Kollagen Typ I adhäriert. Mittlere Adhäsionsfähigkeiten wurden im Vergleich 
zu den anderen Stämmen wurde für die Stämme BAA-2069 und ATCC 43143 ermittelt. 
Geringe oder keine Adhäsionsfähigkeiten konnten bei den Stämmen DSM 16831 und 
LMG 17956 sowie dem S. aureus Referenzstamm ATCC 25923 nachgewiesen werden.  
 
 
Die Ergebnisse der Kristallviolett-Färbung konnten durch fluoreszenzmikroskopische 
Aufnahmen bestätigt werden (Abbildung 4.26). Nur vereinzelte adhärente bakterielle Zellen 
konnten bei den Stämmen DSM 16831 und LMG 17956 detektiert werden. Mikrokolonien 




DSM 16831 vs BAA-2069 
DSM 16831 vs ATCC 43143 
p<0,005: 
DSM 16831 vs LMG 17956 
UCN 34 vs SA 
ATCC 43143 vs SA 
p<0,0005: 
DSM 16831 vs UCN 34 
BAA-2069 vs SA 
p<0,0001: 
BAA-2069 vs LMG 17956 
BAA-2069 vs SA 
LMG 17956 vs UCN 34 
LMG 17956 vs ATCC 43143 
Abbildung 4.25: Adhäsion von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen an Kollagen Typ I  
Adhäsion Kristallviolett-gefärbter S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme DSM 16831, BAA-2069, 
LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143 sowie des S. aureus (SA) Stammes ATCC 25923 an Kollagen Typ I 
nach zweistündiger Inkubation in BHI. Dargestellt ist der Mittelwert der Absorption bei λ = 550 nm mit 
Standardfehler (n = 3). Berechnet wurde dieser Wert aus der OD550 (Kollagen-Adhäsion) abzüglich der OD550 




BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143 beobachtet werden. Im Vergleich zur Kristallviolett-
Färbung konnten bei der fluoreszenzmikroskopischen Analyse mehr adhärente bakterielle 
Zellen des S. aureus Referenzstammes ATCC 25923 detektiert werden. 
 
4.7.1 Transkriptomanalyse von Kollagen-adhärenten S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Stämmen 
Für die Transkriptomanalyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus wurden zwei Stämme 
ausgewählt, die sich in ihrer Adhäsionsfähigkeit an Kollagen Typ I unterschieden. Der Stamm 
DSM 16831 adhärierte nur marginal an Kollagen Typ I, während der Stamm UCN 34 stark an 
Kollagen Typ I adhärierte. Die Analyse verglich das Transkriptom zwischen der Kontrolle 
(planktonische Zellen in BHI-Medium) mit dem Transkriptom der an Kollagen-adhärenten 
Bakterien in BHI-Medium. Die Probennahme erfolgte nach zweistündiger Inkubation.  
Durch die Adhäsion an Kollagen wurde die Expression von 40 Genen im S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stamm DSM 16831 hochreguliert (Tabelle 4.9). 20 dieser Gene konnten nur 
hypothetischen Proteinen zugeordnet werden, jedoch konnten diese zwei spezifischen 
Regionen im Genom von DSM 16831 zugeordnet werden. Zum einen einer Region, die Gene 
enthält, die für Phagen-Proteine kodieren und zum anderen eine Region, die einem integrative 
and conjugative element (ICE) zugeordnet werden konnte. Bei einer genomweiten in silico 
Analyse mittels PHAST wurden drei phagenassoziierte Regionen in DSM 16831 ermittelt 
 
Abbildung 4.26: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen 
nach Adhäsion an Kollagen Typ I 
Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von DAPI-markierten an Kollagen Typ I adhärenten 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus (SGG) Stämmen DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und 




(Zhou et al., 2011). Die durch Kollagen-Adhäsion auffälligen Gene konnten einer von drei 
Phagen-Regionen zugeordnet werden. Diese Phagenregion ist vollständig und besteht aus 
Genen, die für attachment-site, Integrase, t-RNA, Terminasen, HeaD- und Tail-Proteine sowie 
Proteasen kodieren. Die Sequenz dieser Phagen-Region weist hohe Ähnlichkeiten mit der des 
Streptococcus Phagen P9 (NC_009819) auf. Doch obwohl die Phagensequenz vollständig ist, 
konnten keine Phagen bei einem Plaquetest mit Kollagen-adhärenten Zellen detektiert werden 
(Daten nicht gezeigt). Die ICE-Sequenz, deren Expression einzelner Gene durch Kollagen-
Adhäsion reguliert wurde, konnte mit Hilfe einer in silico-Analyse mittels ICEberg dem 
ICESp1116 von Streptococcus pyogenes zugeordnet werden (Bi et al., 2012). Darüber hinaus 
wurde die Expression von Genen reguliert, die zum Beispiel für die Relaxase oder das traG-
Protein kodieren und wichtig für die Transformation sind. Es konnten jedoch keine 
Resistenzgene in dieser ICE-Sequenz gefunden werden.  
 
Tabelle 4.9: Gene vom S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm DSM 16831, deren Expression nach 
Kollagenadhäsion erhöht war (n = 3). 
DSM 16831: Erhöhte Genexpression 




Phagen Protein SGGDSM16831_02550 phage head protein 1,10 0,02 2,15 
  SGGDSM16831_02555 phage protein 1,43 0,02 2,69 
  SGGDSM16831_02560 phage protein 1,36 0,02 2,58 
  SGGDSM16831_02565 phage protein 1,03 0,02 2,05 
  SGGDSM16831_02570 phage protein 1,26 0,01 2,40 
  SGGDSM16831_02575 phage protein   1,12 0,05 2,17 
  SGGDSM16831_02580 phage protein 1,02 0,03 2,03 
  SGGDSM16831_02585 phage protein 1,11 0,02 2,16 
  SGGDSM16831_02595 phage protein   1,28 0,02 2,43 
  SGGDSM16831_02600 phage protein 1,16 0,04 2,23 
  SGGDSM16831_02605 phage protein   1,08 0,01 2,12 
  SGGDSM16831_02610 phage protein 1,14 0,03 2,20 
  SGGDSM16831_02615 phage protein   1,28 0,03 2,42 
  SGGDSM16831_02620 hypothetical protein   1,38 0,03 2,61 
  SGGDSM16831_02630 hypothetical protein   1,23 0,02 2,34 
Transposon Protein SGGDSM16831_07290 relaxase   1,11 0,01 2,16 
  SGGDSM16831_07295 mobilisation protein   1,35 0,00 2,55 
  SGGDSM16831_07305 hypothetical protein   1,10 0,00 2,14 
  SGGDSM16831_07320 putative transcriptional regulator   1,42 0,03 2,68 
  SGGDSM16831_07335 conjugative transposon protein   1,71 0,02 3,27 
  SGGDSM16831_07340 hypothetical protein   1,35 0,04 2,55 
  SGGDSM16831_07355 hypothetical protein   1,67 0,03 3,19 
  SGGDSM16831_07360 hypothetical protein   1,85 0,01 3,59 
  SGGDSM16831_07365 hypothetical protein   1,29 0,02 2,45 




DSM 16831: Erhöhte Genexpression 




  SGGDSM16831_07375 hypothetical protein   1,61 0,03 3,05 
  SGGDSM16831_07380 hypothetical protein 1,61 0,01 3,05 
  SGGDSM16831_07390 hypothetical protein   1,38 0,02 2,60 
  SGGDSM16831_07400 hypothetical protein   1,30 0,03 2,47 
  SGGDSM16831_07410 hypothetical protein 1,25 0,01 2,38 
  SGGDSM16831_07435 extracellular protein   1,53 0,04 2,89 
  SGGDSM16831_07440 hypothetical protein   1,93 0,03 3,81 
  SGGDSM16831_07445 hypothetical protein   1,45 0,03 2,73 
  SGGDSM16831_07450 hypothetical protein   1,33 0,03 2,52 
  SGGDSM16831_07455 hypothetical protein   1,05 0,04 2,08 
  SGGDSM16831_07460 hypothetical protein 1,05 0,01 2,08 
  SGGDSM16831_07470 hypothetical protein 1,12 0,03 2,17 
  SGGDSM16831_07475 hypothetical protein   1,18 0,00 2,27 
  ssb ssDNA-binding protein   1,43 0,03 2,69 
  traG TraG protein 1,19 0,02 2,28 
 
Die Kollagenadhäsion führte im S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34 zur 
Regulation anderer Gene als im Stamm DSM 16831. Die Expression von 26 Genen wurde 
hochreguliert, während die Expression von 31 Genen herunterreguliert wurde (Tabelle 4.10 und 
Tabelle 4.11). Die Expression von Genen des Aminosäuremetabolismus, zum Beispiel in der 
Isoleucin-Valin-Biosynthese (ilvC und ilvH), und Genen von Transportern des PTS 
Transportsystems sowie des unspezifischen Transports erhöhte sich durch die Bindung an 
Kollagen Typ I. Expressionen von Genen, deren Produkte zum Kohlenhydrat- und 
Lipidmetabolismus gehören und zum Beispiel an der Glykolyse (GALLO_0137) und dem 
Pentosephosphatweg (dra) beteiligt sind, wurden verringert. Außerdem sind die Expressionen 
eines Kompetenzgens (GALLO_2014) und Produkte der Stressantwort verringert. Die 
Expression von Genen von Transkriptionsfaktoren wurden sowohl hoch- als auch 
herunterreguliert. Vielen Genen konnte jedoch bislang kein Produkt beziehungsweise eine 
resultierende Funktion zugeordnet werden. 
 
Tabelle 4.10: Gene vom S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34, deren Expression nach 
Kollagenadhäsion erhöht war (n = 3). 
UCN 34: Erhöhte Genexpression:  






ilvC ketol-acid reductoisomerase 1,01 0,00 2,01 
  ilvH acetolactate synthase (small subunit) 1,04 0,05 2,05 
  GALLO_0983 putative LrgA protein family  1,07 0,04 2,10 
DNA Bindung GALLO_2218 putative FtsK/SpoIIIE family protein 1,01 0,03 2,01 




UCN 34: Erhöhte Genexpression:  





putative dioxygenases related to 2-nitropropane 
dioxygenase 
1,20 0,03 2,29 
Protease GALLO_0591 putative peptidase  1,58 0,04 3,00 
Transkriptionsfaktor GALLO_2176 
putative transcriptional regulator; repressor of the 
trehalose operon 
1,07 0,05 2,10 
  GALLO_1670 putative transcriptional regulator, Cro/CI family 1,20 0,04 2,30 
Transporter GALLO_0120 
putative PTS system, mannose-specific IID 
component 
1,05 0,05 2,07 
  GALLO_2110 putative permeases 1,06 0,02 2,08 
  GALLO_2083 
putative major facilitator superfamily transport 
protein 
1,12 0,04 2,17 
  GALLO_0891 putative major facilitator superfamily protein 1,18 0,04 2,26 
  GALLO_1734 major Facilitator Superfamily protein 1,23 0,03 2,34 
  GALLO_2083 
putative major facilitator superfamily transport 
protein 
1,25 0,04 2,38 
  nrgA ammonium transporter 1,40 0,01 2,64 
  GALLO_1593 putative MATE family multidrug efflux pumps 1,03 0,04 2,04 
tRNA Modifikation tgt queuine tRNA-ribosyltransferase 1,22 0,05 2,33 
Unbekannte Funktion GALLO_2204 putative lipase 1,02 0,05 2,03 
  - nicht-kodierende Sequenz 1,05 0,04 2,08 
  GALLO_0703 hypothetical protein 1,10 0,04 2,15 
  GALLO_0875 conserved hypothetical integral membrane protein  1,12 0,05 2,17 
  GALLO_1423 conserved hypothetical protein 1,14 0,04 2,20 
  GALLO_0720 conserved hypothetical protein 1,14 0,05 2,21 
  GALLO_1659 conserved hypothetical secreted protein 1,35 0,03 2,55 
  GALLO_0890 conserved hypothetical secreted protein 1,36 0,03 2,57 
 
Tabelle 4.11: Gene vom S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34, deren Expression nach 
Kollagenadhäsion verringert war (n = 3). 
UCN 34: Verringerte Genexpression 




Kohlenhydrat Metabolismus GALLO_0137 putative aldose 1-epimerase -1,76 0,02 0,30 
  dra deoxyribose-phosphate aldolase -1,69 0,02 0,31 
  GALLO_1022 beta-glucosidase -1,35 0,01 0,39 
  GALLO_0178 galactose-6-phosphate isomerase, LacB subunit -1,15 0,03 0,45 
Zellwand GALLO_0019 putative glucan-binding protein -1,11 0,04 0,46 
Kompetenz GALLO_2014 
putative histidine kinase of the competence 
regulon, ComD  
-1,30 0,03 0,41 
DNA Reparatur uvrC excinuclease ABC subunit C -1,21 0,04 0,43 
Lipid Metabolismus GALLO_1120 
putative phosphopantothenoylcysteine 
Synthetase chain A 
-1,41 0,03 0,38 
  dhaL 
dihydroxyacetone kinase domain-containing 
protein 
-1,55 0,00 0,34 
Metabolismus GALLO_1521 putative phosphoglycerate mutase-like protein -1,23 0,01 0,43 
Proteinsynthese GALLO_1205 maltose O-acetyltransferase -1,25 0,03 0,42 
RNA Metabolismus GALLO_1075 
putative addiction module toxin, Txe/YoeB 
family 
-1,06 0,04 0,48 
Stress Antwort GALLO_1031 
putative iron-sulfur cluster assembly/repair 
protein 
-1,08 0,04 0,47 
Toxin Biosynthese GALLO_1942 CvpA family protein -1,28 0,03 0,41 
Transkriptionsfaktor GALLO_1908 putative transcriptional regulator -1,46 0,01 0,36 




UCN 34: Verringerte Genexpression 




  GALLO_1027 putative transcription regulator -1,02 0,05 0,49 
Transporter GALLO_0156 
putative PTS system, cellobiose-specific IIC 
component 
-1,10 0,01 0,47 
  GALLO_1170 puative ABC transporter, ATP-binding protein -1,06 0,00 0,48 
Transposase tnp 
transposase for insertion sequence-like element 
IS1216 
-1,31 0,02 0,40 
Zweikomponenten-System GALLO_0045 two-component sensor histidine kinase -1,21 0,01 0,43 
Unbekannte Funktion - nicht-kodierende Sequenz -1,78 0,04 0,29 
  - nicht-kodierende Sequenz -1,68 0,02 0,31 
  - nicht-kodierende Sequenz -1,63 0,03 0,32 
  GALLO_1710 putative lipoprotein -1,62 0,01 0,33 
  GALLO_0980 hypothetical protein -1,52 0,05 0,35 
  - nicht-kodierende Sequenz -1,52 0,03 0,35 
  - nicht-kodierende Sequenz -1,40 0,04 0,38 
  - nicht-kodierende Sequenz -1,30 0,02 0,41 
  GALLO_0535 conserved hypothetical secreted protein -1,14 0,01 0,45 
  GALLO_1199 hypothetical protein -1,05 0,04 0,48 
 
4.7.2 Verifikation der Transkriptomanalyse nach Kollagen-Adhäsion mittels Real-time PCR 
Bei der Real-time PCR zur Verifikation der Transkriptom-Studie der Kollagen-Adhäsion 
zweier S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme wurden nur die Genexpressionsraten für den 
jeweiligen Stamm überprüft. Die Gene, deren Expression in der Microarray-Analyse reguliert 
vorgefunden wurden, waren meistens einzig im jeweiligen S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Stamm nachweisbar. Die Microarray-Analyse ergab nur, im Vergleich zu den anderen 
Transkriptom-Analysen, wenige Gene, deren Expression durch die Kollagen-Adhäsion 
reguliert wurde. Aufgrund dessen wurden die Expression von nur zwei Kandidatengenen pro 
 
Abbildung 4.27: Verifizierung der durch Microarray-Analyse ermittelten Genexpressions-Regulation 
nach Adhäsion an Kollagen mittels Real-time PCR  
Abgebildet ist die relative Änderung der Genexpression von der Real-time PCR- (weiß) und Microarray-
Analyse (schwarz) sind im Vergleich dargestellt. Angegeben ist der berechnete Mittelwert (Microarray-




Stamm untersucht (Abbildung 4.27). Für den Stamm DSM 16831 wurden mittels Real-time 
PCR größere Genexpressionsunterschiede bei den Genen traG (Microarray: 2,3-fach; Real-time 
PCR: 12,3-fach) und DSM16831_07375 (Microarray: 3,05-fach; Real-time PCR: 6,3-fach) im 
Vergleich zur Kontrolle festgestellt als bei der Microarray-Analyse. Für die Gene 
GALLO_0591 und GALLO_0983 wurden sowohl bei der Microarray-Analyse als auch bei der 






S. gallolyticus subsp. gallolyticus wird in 10 % der Fälle von infektiösen Endokarditiden als 
Erreger identifiziert (Murdoch et al., 2009). Bisher sind die Pathomechanismen dieses Erregers 
im Hinblick auf das Auslösen der infektiösen Endokarditis jedoch nur unvollständig 
charakterisiert.  
Bei Analysen von Phänotypen verschiedener S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme wurde 
festgestellt, dass diese ein unterschiedliches Adhäsions- und Invasionspotential bei 
Endothelzellen aufweisen, wobei alle Stämme außer DSM 16831 in diese Zellen invadieren 
können (Vollmer et al., 2010a). Es wurde außerdem nachgewiesen, dass S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus sich in vitro in Vollblut replizieren kann. Eine Ausnahme bildete erneut der Stamm 
DSM 16831, der in Vollblut eines Probanden zum Teil abgetötet wurde, und zu einer früheren 
inflammatorischen Reaktion als andere Stämme in Vollblut führte (Grimm et al., 2017c). 
Zusätzlich zu den Untersuchungen verschiedener Phänotypen wurden die Genome mehrerer 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme sequenziert und ein Subspezies-spezifisches MLST-
Schema entwickelt, um mögliche Transmissionsrouten sowie die Epidemiologie untersuchen 
zu können (Rusniok et al., 2010; Hinse et al., 2011; Lin et al., 2011; Dumke et al., 2014; 
Romero-Hernández et al., 2015; Grimm et al., 2017b). Auf Proteinebene wurden die Wirkung 
der Pilus-Proteine Pil1 und Pil3 im S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34 mittels 
Knockout- und Overexpression-Mutanten untersucht. Beide Pilus-Proteine gelten als mögliche 
Virulenzfaktoren. Dabei wurde gezeigt, dass Pil1 an der Kollagenbindung, Biofilmbildung 
sowie allgemein an der Virulenz des Bakteriums beteiligt ist. Pil3 ist ein wichtiger Faktor bei 
der Adhäsion an die Kolonschleimhaut der Maus ist (Danne et al., 2013; Martins et al., 2015). 
Diese Arbeit bietet mit der Untersuchung des gesamten Transkriptoms von S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus einen neuen Aspekt zur Aufklärung potenzieller Pathomechanismen in einer 
infektiösen Endokarditis. 
Für die Transkriptomanalyse wurden Phänotypen von fünf verschiedenen S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämmen untersucht. Die Genome der fünf S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Stämme sind vollständig sequenziert (DSM 16831, BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143) 
oder liegen als Shotgun-Sequenz vor (LMG 17956). Außerdem konnten frühere Studien zeigen, 
dass sie in vitro unterschiedliche virulente Phänotypen aufweisen. In dieser Arbeit wurden die 
Phänotypen dieser Stämme hinsichtlich ihrer Phagozytose, den Phagozytose-assoziierten 
Faktoren (Kapitel 4.1, 4.2 und 4.4) sowie der Biofilmbildung unter verschiedenen Bedingungen 
(Kapitel 4.5 und 3.7) ermittelt. Zusätzlich zur Bestimmung des Phänotyps wurde das 
Transkriptom ausgewählter S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme mit Hilfe eines 





5.1 Analyse der Interaktion von Makrophagen mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus  
Für die Kolonisierung am Endokard muss S. gallolyticus subsp. gallolyticus die humanen 
Immunmechanismen umgehen beziehungsweise überleben. Wichtige Phagozyten, 
insbesondere bei Infektion des Endokards, sind Makrophagen (Benoit et al., 2010). Boleij et al. 
zeigten, dass der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm UCN 34 länger in THP-1 
Makrophagen überleben kann als Bacillus subtilis und Lactobacillus plantarum (Boleij et al., 
2011). In dieser Arbeit und einer vorherigen Studie konnte eine stammabhängige Aufnahme 
von S. gallolyticus subsp. gallolyticus sowie ein stammabhängiges Überleben in Makrophagen 
nachgewiesen werden. Dabei zeigten die Stämme BAA-2069 und UCN 34 einen 
gleichbleibenden intrazellulären Titer über ein paar Stunden in der vorherigen Studie (Grimm 
et al., 2017c). Ziel der Arbeit war die weitere Charakterisierung der beobachteten Phänotypen, 
um mögliche Ursachen der stammabhängigen Unterschiede zu ermitteln (Abbildung 5.1).  
Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dass die untersuchten S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämme sowohl in THP-1 Makrophagen als auch in primären Makrophagen über 
24 Stunden überleben können, was das Auslösen einer Infektion im Wirt bevorteilt (Grimm et 
al., 2017c). Dabei verursacht die Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus geringere 
Zytokingenexpressionen und Lyse der Makrophagen als S. aureus. Es wurden hohe Resistenzen 
gegenüber, aber auch stammabhängiges Überleben beziehungsweise Wachstum von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Gegenwart von Lysozym, Wasserstoffperoxid und 
niedrigem pH-Wert nachgewiesen. Die Ergebnisse dieser Versuche konnten auch zum Teil mit 
dem Überleben in THP-1 Makrophagen korreliert werden, da die Stämme DSM 16831 und 
LMG 17956 schneller in THP-1 Makrophagen abgebaut wurden. Der Stamm DSM 16831 war 
am Lysozym-sensitivsten und das Wachstum von LMG 17956 wurde durch 





In dieser Arbeit wurde zunächst die Phagozytoserate und die Überlebensrate von fünf 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen im Vergleich zu einem S. aureus Stamm 
untersucht. Zusätzlich ließen sich die Ergebnisse, die durch Ausplattieren erzielt wurden, 
mittels fluoreszenzmikroskopischer Analysen erweitern. Es zeigte sich, dass die S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stämme DSM 16831 und UCN 34 zu ungefähr gleicher Anzahl phagozytiert 
wurden und 2,5 Stunden nach Phagozytose ungefähr gleich viele vitale Bakterien nachweisbar 
waren. Neben der Analyse der intrazellulären Anzahl vitaler Bakterien durch koloniebildende 
Einheiten (KBE) kann auch die mikroskopische Analyse in die Phagozytoserate mit einfließen, 
da sie sowohl lebende als auch tote Zellen erfasst. Beim Vergleich der Methoden zeigten sich 
deutliche Unterschiede zwischen der mikroskopisch- und der durch KBE-ermittelten 
Phagozytoserate des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammes DSM 16831. So konnten 
mikroskopisch mehr Zellen vom Stamm DSM 16831 als vom Stamm UCN 34 ermittelt werden, 
während die Ermittlung der KBE ungefähr gleich viele vitale Zellen der beiden Stämme ergab. 
Dies deutet darauf hin, dass mehr bakterielle Zellen vom Stamm DSM 16831 mittels 
Phagozytose aufgenommen werden. Diese könnten so schnell in den Phagozyten abgetötet 
werden, dass sie zwar nicht mehr mittels Ausplattieren (vitale Zellen), aber noch mikroskopisch 
(vitale und tote Zellen) erfasst werden können. Anders verhielt es sich bei den S. gallolyticus 
 
Abbildung 5.1: Ergebnisse dieser Arbeit im Zusammenhang mit der Phagozytose von S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus  
Schematische Darstellung der Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch Makrophagen. In grau 
hinterlegt sind Ergebnisse der Analyse der Phagozytose, die in dieser Arbeit ermittelt wurden. 




subsp. gallolyticus Stämmen BAA-2069 und LMG 17956 sowie dem S. aureus Stamm 
ATCC 25923. Hier konnten sowohl durch Ermittlung der KBE als auch mikroskopisch die 
meisten bakteriellen in etwa gleich viele und, verglichen mit den übrigen Stämmen, die meisten 
Zellen ermittelt werden. Das heißt die Abtötung in den Phagosomen erfolgt langsamer als beim 
Stamm DSM 16831. Ein bekannter, die Phagozytoserate beeinflussender Faktor, ist das Pilus-
Protein Pil1. Danne et al. konnten zeigen, dass pil1-KO-Mutanten wesentlich geringer von 
THP-1 Makrophagen phagozytiert werden (Danne et al., 2014). Basierend auf diesen 
Ergebnissen müssten die Stämme DSM 16831 und LMG 17956, die kein pil1-Gen aufweisen, 
am geringsten phagozytiert werden. Es wurde jedoch ermittelt, dass die Stämme LMG 17956 
und BAA-2069, von denen nur der Stamm BAA-2069 das pil1-Gen enthält, vergleichsweise 
stark phagozytiert wurden. Dementsprechend muss die Erkennung und Phagozytose des 
Erregers multifaktoriell und nicht nur von Pil1 abhängig sein. 
Das Überleben der fünf untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme in THP-1 
Makrophagen innerhalb von acht Stunden unterschied sich zwischen den untersuchten 
tierischen und menschlichen Isolaten. Die Stämme DSM 16831 und LMG 17956 wurden 
schneller abgetötet als die Stämme BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143 sowie der S. aureus 
Stamm ATCC 25923. Daher wurden die beobachteten Phagozytose-assoziierten Unterschiede 
der fünf untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme in dieser Arbeit in Bezug auf 
einzelne Aspekte der Phagozytose mittels THP-1 Makrophagen näher untersucht (Abbildung 
5.1).  
Eine erste Reaktion von Phagozyten auf Mikroorganismen ist der oxidative Burst (Slauch, 
2011). Es konnte gezeigt werden, dass in THP-1 Makrophagen, unabhängig vom Stamm gleich 
viele intrazelluläre reaktive Sauerstoffspezies gebildet wurden. Es wurde schon zuvor von 
Dupré-Crochet et al. ermittelt, dass der physiologische Wert von H2O2 in Phagosomen 30 µM 
beträgt (Dupré-Crochet et al., 2013). Dadurch, dass in Medium mit einer hyperphysiologischen 
Konzentration von 10 mM H2O2 alle untersuchten Stämme fast ohne Inhibition wachsen 
konnten, müssten diese auch in Phagosomen in Bezug auf den oxidativen Burst überleben 
können. Die Transkriptomanalyse mittels Microarray ermittelte weiterhin, dass die Expression 
von nox wahrscheinlich zur Reduktion von H2O2 in den Bakterien beiträgt und damit ein 
Überleben ermöglicht. Zusätzlich wurde in Streptococcus sanguinis gezeigt, dass nox ein 
möglicher Virulenzfaktor in der Endokarditis sein könnte. Es wurde nachgewiesen, dass nox-
KO-Mutanten sensitiver gegenüber oxidativem sowie saurem Stress waren als der Wildtyp und 
dass die Virulenz dieses Erregers in einem IE-Modell in Kaninchen durch den Knockout 




Mittels mikroskopischer Analyse konnte schon für verschiedene Bakterien gezeigt werden, dass 
sie Phagosomen lysieren können (Radtke et al., 2011; Smith und May, 2013). S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus ist nach der Phagozytose intrazellulär in THP-1 Makrophagen lokalisiert, 
jedoch konnten von S. gallolyticus subsp. gallolyticus weniger Zellen innerhalb von sauren 
Organellen lokalisiert werden als vom S. aureus Stamm ATCC 25923. Ein möglicher Grund 
könnte sein, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus die Ansäuerung von Phagosomen, wie auch 
Streptococcus pyogenes, verhindern kann (Nordenfelt et al., 2012). Desweiteren könnte es sein, 
dass THP-1 Makrophagen nicht so schnell auf S. gallolyticus subsp. gallolyticus reagieren wie 
auf S. aureus, und sich dies auf die Ansäuerung der Phagosomen auswirkt. Diese Erklärung 
würde mit der geringen Genexpression von Zytokinen in THP-1 Makrophagen nach 
Stimulation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus sowie S. aureus übereinstimmen. In diesem 
Zusammenhang wird die Hypothese aufgestellt, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus zu einer 
geringeren Stimulation der THP-1 Makrophagen führt. Dies geschieht nicht nur in Bezug auf 
die Genexpression von Zytokinen, sondern auch in Bezug auf die Ansäuerung von Phagosomen 
mittels V-ATPasen. Eine dritte Möglichkeit für die Erklärung der geringeren Zellzahl von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in sauren Organellen wäre, dass die untersuchten 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme aus den Phagosomen entkommen und so im Zytosol 
persistieren können. Um neue Erkenntnisse zur Lokalisation der Bakterien und der Phagosomen 
beziehungsweise Phagolysosomen zu bekommen, könnten in zukünftigen Arbeiten Antikörper 
gegen Gram-positive Bakterien oder gegen LAMP-1 (Lysosomal-associated membrane 
protein 1) verwendet werden (Bellaire et al., 2005). Gegen eine Replikation von S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus im Zytosol von Makrophagen spricht, dass die Bakterien im Laufe der 
untersuchten acht Stunden Inkubation kontinuierlich abgetötet wurden.  
Im sauren Medium konnten stammespezifische Unterschiede im Überleben von S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus festgestellt werden. Es wurde gezeigt, dass die untersuchten S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stämme signifikant besser bei saurem pH-Wert überleben können als der 
S. aureus Stamm ATCC 25923. In der Trankriptom-Analyse konnte jedoch nur ein Gen 
ausgemacht werden, das mit der Reaktion auf einen sauren pH in den Phagolysosomen 
assoziiert ist. Dabei handelt es sich um das Gen atpC, das für die Epsilonuntereinheit einer 
ATP-Synthase kodiert, die an der Resistenz gegen Säuren beteiligt ist (Cotter und Hill, 2003). 
ATP-Synthasen könnten also in S. gallolyticus subsp. gallolyticus zur Stress-Regulation bei 
hohen Protonen-Konzentrationen führen. 
Neben einem sauren pH-Wert und reaktiven Sauerstoffspezies bewirken Hydrolasen die 
Degradation von Bakterien nach der Phagozytose. Eine wichtige Hydrolase ist Lysozym, das 




akkumuliert (Shimada et al., 2010; Helal et al., 2012). Das Wachstum von S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus in Medium mit Lysozym war stark stammabhängig, wobei nur der Stamm UCN 34 
so resistent wie der S. aureus Stamm ATCC 25923 war. Für die nahe verwandte 
Bakterienspezies Streptococcus bovis wurde postuliert, dass Lysozym dazu genutzt werden 
kann zwischen humanen und bovinen Isolaten unterscheiden zu können, da bovine Isolate im 
Vergleich zu humanen Isolaten Lysoyzm-sensitiv sind (Kurtovic et al., 2003). Dies konnte für 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus nicht nachgewiesen werden, da die Lysozym-Resistenz für 
das Kalbsisolat LMG 17956 und den humanen Endokarditisisolaten BAA-2069 und 
ATCC 43143 vergleichbar war. Auch beim Vergleich von insgesamt 20 tierischen und 
humanen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen konnten keine signifikanten Unterschiede 
in Bezug auf die Resistenz zwischen den aus humanen und tierischen Wirten stammenden 
Isolaten festgestellt werden. Für andere Lysozym-resistente Bakterienspezies wurden Gene, 
wie zum Beispiel oatA, gefunden, deren Produkt die O-Acetyl Transferase OatA das 
Peptidoglykan in der Zellwand modifiziert, wodurch eine Hydrolyse verhindert wird (Herbert 
et al., 2007; Veiga et al., 2007; Ho et al., 2011; Schreur et al., 2012). Zudem wurden solche 
Gene häufig mit einer verlängerten Lebensdauer in Phagozyten sowie einer generellen Virulenz 
der Bakterien assoziiert. In der in silico Analyse konnte jedoch kein Gen in den S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Genomen ermittelt werden, das die Lysozym-Resistenz mittels 
Peptidoglykan-Modifikationen erklären würde (Rusniok et al., 2010; Davis und Weiser, 2011; 
Hinse et al., 2011; Lin et al., 2011; Romero-Hernández et al., 2015).  
Ein weiterer Faktor, der durch Lysozym bewirkt wird, ist die Zellwanddegradation innerhalb 
von Phagosomen, die die IL-1β-Sekretion der Phagozyten stimuliert (Shimada et al., 2010). Die 
untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme waren hoch resistent gegenüber 
Lysozym und müssten dadurch weniger durch Lysozym in Phagosomen degradiert werden. 
Dies könnte die geringe Zytokin-Genexpressions-Erhöhung der THP-1 Makrophagen nach 
Phagozytose von S. gallolyticus subsp. gallolyticus erklären. Das würde auch erklären, warum 
der Lysozym-sensitivere Stamm DSM 16831 zu einer früheren beziehungsweise stärkeren 
inflammatorischen Antwort (Zytokinexpression) in Vollblut oder Monozyten sowie im 
geringen Maße in Makrophagen als andere untersuchten Stämme führte (Grimm et al., 2017c). 
Eine weitere Ursache für die geringe Zytokingenexpression in THP-1 Makrophagen könnte die 
Veränderung von proinflammatorischen Signalkaskaden sein. Für Streptococcus pyogenes 
wurde gezeigt, dass dieses Bakterium die NFκB-Signalkaskade der Zytokinexpression 
inhibieren kann (Hertzén et al., 2010). Jedoch ist auffällig, dass der S. aureus Stamm, der die 
höchste Lysozym-Resistenz aufweist, die höchste Zytokin-Genexpression stimuliert. Es könnte 




Zytokingenexpression im Vergleich zu S. gallolyticus subsp. gallolyticus führt. Zusätzlich zu 
den Zytokingenexpressionen wurde auch die Genexpression des TLR-2-Rezeptors analysiert. 
TLR-2 – in Dimeren mit TLR-1 und TLR-6 vorkommend – ist ein Rezeptor, der sowohl auf 
der Zelloberfläche als auch in Phagosomen lokalisiert ist. Der Rezeptor erkennt verschiedene 
mikrobielle Komponenten, wie zum Beispiel Lipoteichonsäuren und Peptidoglykan, die 
insbesondere zur Identifizierung von Gram-positiven Bakterien wichtig sind (Lien et al., 1999; 
Underhill et al., 1999; Takeda und Akira, 2005). Für andere Bakterien wurde gezeigt, dass diese 
die TLR-2-Expression in Immunzellen stimulieren (Wang et al., 2000; Kim et al., 2014). Nach 
Inkubation mit S. gallolyticus subsp. gallolyticus konnte aber keine Genexpressionserhöhung 
dieses Rezeptors in THP-1 Makrophen detektiert werden und auch der S. aureus Stamm 
ATCC 25923 führte nach Phagozytose nur zu einer sehr geringen Expressionserhöhung dieses 
Gens. Dies könnte darauf hinweisen, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus eventuell durch 
seine unbekannte Oberflächenstruktur schlechter von den Rezeptoren erkannt wird, weshalb es 
über den NF-κB-Signalweg auch zu einer geringeren Genexpressionserhöhung der Zytokine 
führt. 
Die untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme wurden intrazellulär aufgefunden, 
während S. aureus-Zellen zu fast gleichen Teilen intra- und extrazellulär lokalisiert waren. Es 
wurde schon zuvor gezeigt, dass der S. aureus Stamm ATCC 25923-Stamm zunächst tagelang 
in den Phagosomen persistiert und dann diese sowie die Makrophage lysiert (Kubica et al., 
2008). Diese Beobachtung wird auch vom Ergebnis des LDH-Assays unterstützt. Hier konnte 
jedoch schon nach fünf Stunden nachgewiesen werden, dass die S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämme DSM 16831 und LMG 17956 zu einer signifikant geringeren Lyse der 
THP-1 Makrophagen führen als der S. aureus Stamm ATCC 25923.  
Die verwendete THP-1 Zelllinie wurde ursprünglich einem Jungen mit akuter 
Monozytenleukämie entnommen (Tsuchiya et al., 1980). PMA-differenzierte Makrophagen 
dieser Zelllinie wurden bereits in vielen Studien für die in vitro-Untersuchung der Phagozytose 
verschiedener Pathogene genutzt (Mouithys-Mickalad et al., 2004; Song et al., 2009; Srisuwan 
et al., 2014; Masoudian et al., 2015). Obwohl die THP-1 Makrophagen große Ähnlichkeiten zu 
Monozyten-gereiften Makrophagen haben, unterscheiden sie sich doch in manchen 
Eigenschaften (Kohro et al., 2004; Daigneault et al., 2010). In dieser Arbeit wurde in einem 
zweiten Modell die Differenzierung der Blutmonozyten zu M1-Makrophagen gewählt, da diese 
für die Tötung von Pathogenen sowie die Inflammation verantwortlich sind (Martinez und 
Gordon, 2014). Es konnte gezeigt werden, dass die primären M1-Makrophagen die drei 
untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme effektiver als THP-1 Makrophagen 




aller drei Stämmen nachgewiesen, ohne jedoch stammabhängige Unterschiede bezüglich der 
Überlebensrate festzustellen.  
 
Tabelle 5.1: Zusammenfassung der Ergebnisse von drei verschiedenen Probanden sowie drei verschiedenen 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen aus verschiedenen Assays (Weinstock, 2014).  
Die Ergebnisse der Analysen sind wie folgt skaliert: ---; --; -; 0; +; ++; +++. Dabei steht --- für geringes Überleben 
im Blut, geringe IL-6 Konzentration; keine Plättchen-Aggregation und geringe Phagozytoserate. Im Gegensatz 
dazu steht +++ für Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Blut, sehr hohen IL-6 Konzentration, 
schnelle Plättchen Aggregation und hohe Aufnahme der bakteriellen Zellen durch Phagozytose. 0 steht für eine 
mittelmäßige Reaktion der Zellen. 
 
Im Gegensatz zu stammabhängigen Unterschieden in der Überlebensrate in THP-1 
Makrophagen, wurden marginale Unterschiede zwischen den primären Makrophagen der 
einzelnen Spender in Bezug auf die Phagozytoserate und IL-6 Sekretion erfasst (Tabelle 5.1). 
Die Zellen der gleichen Probanden wurden bereits zuvor für die Untersuchung von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus in einer vorherigen Studie in einem Vollblut-Assay genutzt 
(Weinstock, 2014). Auffällig sind die Makrophagen des Probanden 3. Bei den Monozyten-
gereiften Makrophagen dieses Probanden wurde fünf Stunden nach Phagozytose eine höhere 
IL-6 Konzentration nachgewiesen als bei den Makrophagen der anderen Probanden. Dieser 
Phänotyp könnte auf genetische Prädispositionen hindeuten, die zum Beispiel auf 
Einzelnukleotidvarianten zurückzuführen sind. Zuvor wiesen bereits verschiedene Studien 
Einzelnukleotidvarianten nach, die einen Einfluss auf die Sekretion von IL-6 haben (Bennermo 
et al., 2004; Tischendorf et al., 2007). In anderen Studien konnte außerdem gezeigt werden, 
dass Einzelnukleotidvarianten mit dem Phagozytosevermögen von Makrophagen 
verschiedener Individuen korrelierten. Zum Beispiel wurden in den Genen vom Rezeptor P2RX 
(P2-Purinorezeptoren) oder vom Adhäsionsmolekül ITGAM (Integrin α-M) Varianten 
ermittelt, die die Phagozytose beeinflussen (Rhodes et al., 2012; Gu et al., 2013). In dieser 
Arbeit wurden jedoch nur geringfügige Unterschiede im Aufnahmevermögen von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch Makrophagen verschiedener Probanden festgestellt 
(Tabelle 5.1).  
 Assay Proband 1 Proband 2 Proband 3 
DSM16831 
Überleben in Blut -- 0 0 
IL-6 Konz. Blut (48 h) +++ ++ ++ 
Phagozytoserate 0 0 + 
IL-6 Konz. Makrophagen (5 h) ++ ++ +++ 
BAA-2069 
Überleben in Blut + + + 
IL-6 Konz. Blut (48 h) + 0 0 
Phagozytoserate 0 ++ ++ 
IL-6 Konz. Makrophagen (5 h) ++ ++ +++ 
UCN34 
Überleben in Blut ++ ++ ++ 
IL-6 Konz. Blut (48 h) + 0 0 
Phagozytoserate 0 0 + 




Eine weitere Beobachtung in dieser Arbeit waren die Unterschiede in der Phagozytoserate von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch THP-1 Makrophagen beziehungsweise Monozyten-
gereiften Makrophagen. So wurden zum Zeitpunkt 0 h mehr bakterielle Zellen in THP-1 
Makrophagen als in Monozyten-gereiften Makrophagen nachgewiesen. Daneben wurde eine 
höhere IL-6 Konzentration im Überstand von Monozyten-gereiften Makrophagen als im 
Überstand von THP-1 Zellen nachgewiesen. Eine mögliche Ursache könnten die 
unterschiedliche Herkunft sowie Differenzierung der THP-1-Zellen zu Monozyten-gereiften 
Makrophagen sein. Monozyten gehen in vitro ohne Stimulationen durch macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF) oder granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
(GM-CSF) in die Apoptose. Im Gegensatz dazu können sich die Monozyten der leukämischen 
Zelllinie THP-1 ohne Stimulus unbegrenzt teilen (Kohro et al., 2004). Aufgrund dessen wurden 
die primären Monozyten und THP-1 Zellen unterschiedlich differenziert. PMA inhibiert die 
Proliferation von THP-1 Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus (Traore et al., 2005). Zusätzlich 
aktiviert es die Protein Kinase C und damit die MAP Kinase Signaltransduktion, die wiederum 
zu einer höheren Phagozytose von Mikroorganismen und Zytokinen führen kann (Richter et al., 
2016). Im Gegensatz dazu werden die primären Monozyten mit M-CSF und zusätzlich mit 
Interferon-γ (IFN-γ) differenziert. Diese Stimulierung führt zur Differenzierung zu 
proinflammatorischen M1 Makrophagen, die unter anderem darauf spezialisiert sind Pathogene 
abzutöten (Martinez und Gordon, 2014). Die Stimulierung der primären Monozyten mittels der 
Zytokine M-CSF und IFN-γ aktivierte die Inflammation der Zellen schon bevor die 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Zellen hinzugegeben wurden. Dadurch könnten die höheren 
IL-6 Konzentrationen von primären Monozyten im Vergleich zu THP-1 Makrophagen erklärt 
werden. 
 
5.1.1 Transkriptomanalyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Phagozytose durch 
THP-1 Makrophagen  
In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal eine Transkriptomanalyse über das gesamte Genom von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus durchgeführt. Dadurch konnten wichtige Faktoren in der 
Pathogenese von S. gallolyticus subsp. gallolyticus ermittelt werden.  
Für die Kolonisierung am Endokard, muss S. gallolyticus subsp. gallolyticus die Immunantwort 
des Wirts überleben, bei der Makrophagen am Endokard eine wichtige Rolle spielen (Benoit et 
al., 2010). Weiterhin sekretieren diese Makrophagen Lysozym, das die Adhäsion und 
Kolonisierung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus am Endokard fördern kann. Aufgrund 
dessen wurden sowohl das Transkriptom nach Phagozytose, in Gegenwart von Lysozym 




Bei den Transkriptomanalysen ist zu beachten, dass es immer nur einen bestimmten Zeitpunkt 
sowohl der Kontrollen als auch der veränderten Bedingungen widerspiegelt. Dabei kann sich 
das Transkriptom von Bakterien innerhalb von wenigen Minuten verändern (Zeller et al., 2005). 
Deshalb muss bedacht werden, dass zu anderen Zeitpunkten auch andere Genexpressions-
Unterschiede festgestellt werden könnten, die die jetzigen Ergebnisse komplementieren 
könnten oder Hinweise auf weitere Signalwege sowie Virulenzfaktoren geben. 
Die Transkriptomanalyse von den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen BAA-2069 und 
UCN 34 erfolgte zu drei Zeitpunkten. Das Transkriptom nach Adhäsion der Bakterien an 
THP-1 Makrophagen (-60 min) wurde mit dem Transkriptom direkt nach Phagozytose (0 h) 
und fünf Stunden nach Phagozytose (5 h) verglichen. Die Microarray-Analyse führte zu der 
Annahme, dass die Genexpressions-Regulation der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme 
BAA-2069 und UCN 34 nach der Phagozytose durch THP-1 Makrophagen unterschiedlich 
sind, da wesentlich weniger Genexpressionsregulationen im Stamm UCN 34 ermittelt wurden. 
Dagegen spricht die Verifizierung dieser Ergebnisse durch die relative quantitative Real-time 
PCR. Diese zeigte im Stamm UCN 34 die gleiche Genexpressionsregulation der gleichen Gene, 
wie sie im Stamm BAA-2069, wie zum Beispiel bei den Genen des dlt Operons, ermittelt 
wurden. Auch in anderen Studien wurden Unterschiede in den Ergebnissen zwischen der 
Microarray-Analyse und der Real-Time PCR ermittelt (Song et al., 2009; Gómez-Sagasti et al., 
2014). Diese Unterschiede könnten auf die weniger sensitive Methode des Microarrays 
zurückzuführen sein. Zusätzlich mussten methodenbedingt unterschiedliche Berechnungen 
angewandt werden, um die Unterschiede in den Genexpressionen zu ermitteln. Wegen der 
wahrscheinlichen Übereinstimmung der Transkriptome beider Stämme nach Phagozytose wird 
im Folgenden nicht zwischen den beiden Stämmen unterschieden.  
Es zeigte sich, dass am Anfang der Phagozytose die Expression des Gens nox erhöht wurde. 
Dies kodiert für ein ROS-metabolisierendes Enzym (NADH-Oxidase), die Sauerstoffradikale 
zu Wasser katalysiert. Dadurch können die Katalase-negativen Streptokokken dem oxidativen 
Burst der Makrophagen entgegenwirken. Weiterhin gilt die NADH-Oxidase auch als 
Virulenzfaktor in verschiedenen Streptokokken (Gibson et al., 2000; Yu et al., 2001; Baker et 
al., 2014). Neben der Expression von nox wurden auch Gene, wie zum Beispiel levA, die für 
Proteine des PTS-Systems kodieren, zum 0 h-Zeitpunkt stärker exprimiert. Diese 
Transportsysteme werden synthetisiert, wenn die bevorzugte Kohlenhydrat-Quelle des 
Bakteriums nicht mehr vorhanden ist (Deutscher et al., 2006). Die Regulation der Expression 
dieser Gene kann durch die Phagozytose aus nährstoffreichem Medium in Phagosomen erklärt 
werden. Eine Erhöhung der Expression dieser Gene wurde nicht nur am Anfang der 




Nach fünfstündiger Inkubation liegen die Bakterien in gereiften Phagolysosomen vor 
(Underhill und Goodridge, 2012). Zu diesem Zeitpunkt wurde, neben der 
Genexpressionsregulation von PTS-Transportsystem-Genen, hauptsächlich die Expression von 
Genen reguliert, die am Kohlenhydrat-Metabolismus, an der Zellwand-Synthese und an der 
Zellformgebung beteiligt sind. Die Veränderungen im Kohlenhydrat-Metabolismus zeigen sich 
zum Beispiel dadurch, dass die Gene des glg Operons verstärkt exprimiert wurden. Die 
Produkte dieses Operons bewirken die Glykogen-Synthese. Die Expression dieser Proteine ist 
abhängig vom Angebot an Kohlenhydraten und der Wachstumsphase, in der sich die Zelle 
gerade befindet. Zudem sind die Proteine entscheidend für die Anpassung an neue 
Umweltbedingungen (Goh und Klaenhammer, 2013). Die Glykogen-Synthese ermöglicht zum 
Beispiel das Überleben unter wachstumslimitierenden Bedingungen (Goh und Klaenhammer, 
2014). Die kombinierte Regulation des glg Operons mit der Aufnahme von Zuckern über PTS 
Transportsysteme wurde bereits zuvor in Escherichia coli während der stationären 
Wachstumsphase nachgewiesen (Seok et al., 2001). Die Regulation beider Mechanismen, die 
Expression weiterer Gene des Kohlenhydrat-Metabolismus und des LacI Transkriptions-
Regulators (SGGBAA2069_c7250) weisen auf Nahrungsmangel von S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus in den Phagosomen hin. Der LacI Transkriptionsfaktor (erhöht exprimiert) sowie 
der Transkriptionsfaktor der MarR Familie (SGGBAA2069_c227110; geringer exprimiert) 
wirken auf die Regulation des Maltose Operons. Zu diesem Operon gehören die Gene malM 
und malF, deren Expression nach Phagozytose erhöht waren. Die Produkte dieser Gene gehören 
einem Maltose-Transportsystem an (Nieto et al., 1997). Die Regulation der Expression des glg 
Operons sowie der PTS Transportsysteme könnte auch auf die Überführung von S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus von einer aeroben zu einer anaeroben Umgebung (vom Medium zum 
Phagosom) zurückzuführen sein. Unterschiedliche Wachstumsbedingungen (aerob im 
Vergleich zu anaerob) führten in Streptococcus intermedius ebenfalls zu einer stärkeren 
Genexpression dieser Proteine (Fei et al., 2016). 
Weiterhin ist die höhere Expression des Gens SGGBAA2069_c13580 interessant, da dieses Gen 
in in silico Analysen hohe Ähnlichkeiten mit dem Gen atlA von Streptococcus mutans aufwies. 
Das Produkt dieses Gens, ein Autolysin, ist an der Zellteilung beteiligt (Mesnage et al., 2014). 
In S. mutans ist dieses Protein an der Fibronektin-Bindung, am bakteriellen Überleben in Blut 
und an der Phagozytose-Resistenz beteiligt. Deshalb postulierten Jung et al., dass AtlA ein 
wichtiger Virulenzfaktor in der infektiösen Endokarditis sei (Jung et al., 2009). Die 
Transkriptom-Studie deutet daraufhin, dass dieses Autolysin in S. gallolyticus subsp. 




Virulenzfaktor sein könnte. Aufgrund dessen wäre es für zukünftige Studien sehr interessant, 
die Funktion des Autolysins in S. gallolyticus subsp. gallolyticus zu ermitteln. 
Eine weitere Wirkung hatte die Phagozytose auf die Expression der Gene des dlt-Operons 
(dltA-D), deren Expression stark erhöht wurde. Die Produkte dieses Operons katalysieren die 
Veresterung von Lipo- und Wandteichonsäuren mit D-Alanin. Dadurch werden die negativen 
Ladungen von Phosphatgruppen in der Zellwand zum Teil neutralisiert (Gross et al., 2001). Die 
D-Alanylierung der Teichonsäuren moduliert die Aktivität von Autolysin, erhält die Kation-
Homöostase des Bakteriums und bestimmt die elektromechanischen Eigenschaften der 
Zellwand (Neuhaus und Baddiley, 2003). Die Proteine des dlt Operons sind ebenfalls wichtige 
Virulenzfaktoren in Pathogenen. Durch die Veresterung können Bakterien besser an 
verschiedene humane Zellen und Oberflächen adhärieren sowie humane Zellen invadieren. 
Außerdem führt die D-Alanylierung zu einer gesteigerten Überlebenswahrscheinlichkeit 
verschiedener Bakterien in Ratten und Mäusen und bei niedrigem pH-Wert. Darüber hinaus 
wurde nachgewiesen, dass die D-Alanylierung zur Biofilmbildung beiträgt (Gross et al., 2001; 
Abachin et al., 2002; Lieberman und Frankel, 2002; Poyart et al., 2003). In Bezug auf die 
Phagozytose spielt die Resistenz durch D-Alanylierung gegen kationische antimikrobielle 
Peptide, wozu auch Lysozym gehört, eine wichtige Rolle (Collins et al., 2002; Reichmann et 
al., 2013). Es wurde gezeigt, dass Streptococcus agalactiae-Mutanten ohne D-alanylierte 
Teichonsäure wesentlich schneller abgetötet werden als der Wildtyp-Stamm, was zur Virulenz 
des Wildtyps beiträgt (Poyart et al., 2003). Aufgrund der starken Regulation des dlt Operons in 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Phagozytose könnten die Produkte dieses Operons 
ebenfalls als wichtige Virulenzfaktoren in dieser Bakterienspezies fungieren und zum 
Überleben im Wirt beitragen. 
 
5.2 Biofilmbildung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus unter verschiedenen 
Einflussfaktoren 
Die infektiöse Endokarditis ist eine Biofilm-assoziierte Erkrankung, die in fünf Stadien 
einzuteilen ist: 
a) Verletzung des Endothels 
b) Bildung eines sterilen Thrombus an der Läsion 
c) Adhäsion von Bakterien am Thrombus 
d) Bildung von Mikrokolonien durch Bakterien 
e) Reifung der Biofilm-Vegetation und Embolisierung durch Abtrennung eines Teils des 




Biofilme schützen Bakterien vor Antibiotika sowie dem Immunsystem des Wirts (Prakash et 
al., 2003; Fux et al., 2005). Zusätzlich haben Pathogene verschiedene Mechanismen entwickelt, 
die die Biofilmbildung in Gegenwart dieser Faktoren erhöhen (Mohamed und Huang, 2007; 
Jang et al., 2016). In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass eine 
Bakterienspezies in Medium mit Lysozym vermehrt einen Biofilm an Polystyrol bildet. Diese 
Reaktion konnte nach fünf Stunden für die S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme BAA-
2069 und LMG 17956 und nach 16 Stunden zusätzlich für die Stämme UCN 34 und 
ATCC 43143 nachgewiesen werden. Nur die Biofilmbildung des Lysozym-sensitiven Stammes 
DSM 16831 wird durch Lysozym inhibiert. Bereits in vorherigen Studien konnte für 
verschiedene Pathogene gezeigt werden, dass Lysozym (immobilisiert oder in Lösung) die 
Biofilmbildung inhibiert, jedoch nicht, dass Lysozym auch zur Stimulation der Biofilmbildung 
führen kann (Sudagidan und Yemenicioglu, 2012; Rajaraman et al., 2014). Die mittels 
Kristalviolett und KBE ermittelten Ergebnisse zur Biofilmbildung in Makrophagen scheinen 
nicht zu korrelieren. So war die Anzahl vitaler Bakterien des Stammes BAA-2069 in Gegenwart 
von Lysozym nach 16 Stunden Inkubation gering, obwohl die Kristallviolett-Färbung und die 
mikroskopische Analyse auf eine verstärkte Biofilmbildung durch Lysozym hinwiesen. 
Sjollema et al., konnten anhand von verschiedenen Bakterienspezies zeigen, dass der 
prozentuale Anteil vitaler Bakterien sinkt, wenn die Gesamtanzahl an bakterieller Zellen im 
Biofilm steigt (Sjollema et al., 2011). Eine geringe Anzahl an vitalen Bakterien im Biofilm 
nach Lysozym-Behandlung weist also darauf hin, dass der Biofilm verstärkt vorliegt, 
beziehungsweise dass sich der Biofilm des Stammes BAA-2069 durch die Anwesenheit von 
Lysozym schneller entwickelt hat als ohne Zugabe von Lysozym.  
Zudem konnte eine tendenziell höhere Biofilmbildung in den Stämmen UCN 34 und 
ATCC 43143 nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid ermittelt werden, während die 
Biofilmbildung der Stämme DSM 16831 und BAA-2069 durch Wasserstoffperoxid 
eingeschränkt wurde. Im Gegensatz dazu entwickelten die Stämme BAA-2069 und 
LMG 17956 schneller einen Biofilm in Gegenwart von Lysozym. Diese Ergebnisse deuten 
darauf hin, dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus die Biofilmbildung aktiv als 
stammabhängigen Schutzmechanismus vor dem humanen Immunsystem nutzen kann.  
Ein wichtiger Schritt in der Pathogenese von S. gallolyticus subsp. gallolyticus ist die Adhäsion 
an die extrazelluläre Matrix, die durch Schädigung des Endothels oder des Epithels exponiert 
vorliegt (Hall-Stoodley et al., 2004). Kollagen Typ IV ist ein Hauptbestandteil der Lamina der 
Kolon-Schleimhaut. Kollagen Typ I ist ebenfalls sowohl am Kolon als auch am geschädigten 
Endokard vorzufinden (Galbavý et al., 2002; Boleij und Tjalsma, 2013). Es konnte bereits 




Kollagen stammabhängig ist, wobei die Adhäsionsfähigkeit an Kollagen Typ I am stärksten ist 
(Sillanpää et al., 2008; Vollmer et al., 2010a; Grimm et al., 2017a). Zusätzlich konnte gezeigt 
werden, dass der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm BAA-2069 durch Lysozym vermehrt 
an Kollagen Typ I adhärierte. Im Vergleich zu den anderen Stämmen könnte BAA-2069 
hierdurch einen Vorteil besitzen, um eine Infektion im Wirtsorganismus auszulösen. Die 
Sekretion von Lysozym durch Phagozyten im Blut und Endokard könnte in vivo eine schnellere 
Adhäsion und Mikrokolonie-Bildung an freiliegender extrazellulärer Matrix verursachen (Hall-
Stoodley et al., 2004; Benoit et al., 2010; Helal et al., 2012). Dadurch könnte dieser Stamm 
leichter am Endokard kolonisieren und wäre vor dem Immunsystem geschützt. 
 
5.2.1 Transkriptomanalyse zur Untersuchung der Reaktion von S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus auf Lysozym 
Es konnte gezeigt werden, dass neben anderen antimikrobiellen Faktoren auch Lysozym die 
Biofilmbildung von Bakterien stimulieren kann. Aufgrund dessen wurden die Transkriptome 
von S. gallolyticus subsp. gallolyticus in Medium mit Lysozym und von S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus in Medium ohne Lysozym analysiert und miteinander verglichen. Dadurch konnten 
Gene ermittelt werden, die möglicherweise zur Lysozym-Resistenz in S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus beitragen sowie eine schnellere Biofilmbildung induzieren. Für die 
Transkriptomanalyse wurden die Stämme BAA-2069 und UCN 34 ausgewählt. Der Stamm 
BAA-2069 ist deshalb interessant, weil dieser schneller als alle anderen untersuchten Stämme 
Mikrokolonien bildete, wenn Lysozym präsent war. Der Stamm UCN 34 ist hingegen genauso 
Lysozym-resistent wie der S. aureus Vergleichsstamm ATCC 25923, obwohl keine 
Peptidoglykanmodifikationen in S. gallolyticus subsp. gallolyticus bekannt sind, die diesen 
Phänotyp verursachen könnten. Für den S. aureus Stamm ATCC 25923 konnte in anderen 
Studien bereits nachgewiesen werden, dass das Produkt des Gens oatA die hohe Lysozym-
Resistenz verursacht (Herbert et al., 2007). 
Die Microarray-Analyse ergab Regulationen vieler verschiedener Gene. Dabei wurden 
insbesondere Gene der Transkription und Translation, also der Proteinbiosynthese, stärker 
exprimiert, wenn Lysozym präsent war. In Streptococcus pyogenes wurde ebenfalls eine 
Regulation solcher Genexpressionen beobachtet. In der exponentiellen Wachstumsphase 
wurden, im Vergleich zum Anfang der stationären Wachstumsphase, Gene der 
Proteinbiosynthese erhöht exprimiert (Chaussee et al., 2008). Durch die Muramidase Lysozym 
könnte das Wachstum von S. gallolyticus subsp. gallolyticus inhibiert werden, indem die Zellen 
zum Teil lysiert werden. Daher könnte es sein, dass sich der Großteil bakterieller Zellen in 




der exponentiellen Phase befindet als in der stationären Phase. In dieser Arbeit konnte mittels 
Microarray-Analyse eine Induktion durch Lysozym von Expressionen vieler Gene, die für 
Ribosomeneinheiten kodieren, sowohl in BAA-2069 als auch in UCN 34 ermittelt werden. Dies 
spricht ebenfalls für frühe Wachstumsphasen von den Stämmen BAA-2069 und UCN 34 in 
Präsenz von Lysozym vergleichend zur Wachstumsphase ohne Lysozym (stationäre Phase). 
Daraus lässt sich schließen, dass die höhere Resistenz von UCN 34 gegen Lysozym die Lyse 
von Zellen dieses Stammes nicht gänzlich verhindern kann. Eine Erhöhung der Expression von 
Ribosom-assoziierten Genen wurde auch in Pseudomonas aeruginosa und S. aureus in 
Biofilmen beobachtet (Whiteley et al., 2001; Resch et al., 2005). Dies könnte eine weitere 
Erklärung für die Expressionsänderung von Proteinbiosynthese-assoziierten Genen sein: die 
Translation verändert sich, da die bakteriellen Zellen vom planktonischen in den adhärenten 
Zustand wechseln. 
Ein weiterer Hinweis darauf, dass sich die Zellen in Medium mit Lysozym und ohne Lysozym 
in unterschiedlichen Wachstumsphasen befinden, sind Expressionsunterschiede der Gene, 
deren Produkte am Aminosäure-, Kohlenhydrat- und Fettsäure-Metabolismus beteiligt sind. 
Eine Veränderung dieser Metabolismen wurde in verschiedenen Bakterienspezies unter 
verschiedenen Bedingungen festgestellt und kann daher auf eine generelle Umstellung der 
Wachstumsbedingungen zurückgeführt werden (Song et al., 2008; Sitkiewicz und Musser, 
2009; Malachowa et al., 2011; Hanses et al., 2014; Wang et al., 2015; Fei et al., 2016).  
Neben den Genen, deren Produkte zu Kohlenhydrat-, Lipid- und Aminosäure-Metabolismen 
sowie zur Proteinbiosynthese gehören, konnten Regulationen von Genexpressionen ermittelt 
werden, die auf eine Stressregulation in Gegenwart von Lysozym hinweisen. Dazu gehören 
Gene, deren Produkte an DNA-Reparaturen beteiligt sind, wie zum Beispiel recO, 
GALLO_0671 und ogt. Über recO ist bereits bekannt, dass es in Lactococcus lactis zu 
Resistenzen gegenüber verschiedenen antimikrobiellen Bedingungen, wie niedrigem pH oder 
reaktiven Sauerstoffspezies, beiträgt (Wu et al., 2013; Dong et al., 2015). In Salmonella 
enterica zeigte sich, dass die Inaktivierung von ogt zusammen mit anderen DNA-Reparatur-
assoziierten Genen einen Einfluss auf die Fitness und Virulenz dieser Spezies hat (Alvarez et 
al., 2010). Die in dieser Arbeit nachgewiesene Expressionsregulation von ogt deutet daraufhin, 
dass diese DNA-Reparatur-Proteine in S. gallolyticus subsp. gallolyticus an der Resistenz 
gegen Lysozym beteiligt sind. Des Weiteren wurden in beiden untersuchten S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus Stämmen die Genexpressionen von Untereinheiten der Alkylhydroperoxid-
Reduktase (ahpC und ahpF) in Gegenwart von Lysozym erhöht. Im Stamm BAA-2069 erhöhte 
sich zusätzlich die Expression des Gens naoX, das für die NADH-Oxidase NaoX kodiert. Die 




Dabei nutzen beide Enzyme das Coenzym NADH, das unter anderem durch die Glykolyse 
generiert werden kann, wie es in S. intermedius gezeigt wurde. Dies könnte die 
Expressionserhöhung der Gene pgi (Glucose-6-phosphat-Isomerase) oder pfkA 
(Phosphofruktokinase) erklären, deren Produkte an der Glykolyse beteiligt sind (Higuchi et al., 
2000; Liew et al., 2015; Fei et al., 2016).  
Das Gen ahpC kodiert für die Alkyl Hydroperoxid Reduktase, ein Häm-bindendes Enzym, das 
die Reduktion von organischen Peroxiden in deren jeweiligen Alkohol katalysiert (Lechardeur 
et al., 2010). AhpC dient damit der Stressregulation von reaktiven Sauerstoffspezies (Kajfasz 
et al., 2015). Ein Knock-out von ahpC in Bacillus subtilis führte dazu, dass die KO-Mutante 
andere Wachstumseigenschaften als der Wildtyp aufwies. Außerdem wurde im Bacillus subtilis 
Wildtyp die Expression dieses Gens in Biofilmen verringert (Zwick et al., 2016). Zudem wurde 
gezeigt, dass ahpC-KO-Mutanten von Campylobacter jejuni eine erhöhte Biofilmbildung 
aufweisen, weil sie durch den Knockout wahrscheinlich sensitiver gegenüber reaktiven 
Sauerstoffspezies sind und auf einen anderen Schutzmechanismus angewiesen sind (Oh und 
Jeon, 2014). Dieses Ergebnis widerspricht den Beobachtungen dieser Arbeit, da eine erhöhte 
ahpC-Genexpression in Gegenwart von Lysozym und verstärkter Biofilmbildung ermittelt 
wurde. Insgesamt ist auffällig, dass Sauerstoff-Toleranz-assoziierte Gene in Gegenwart von 
Lysozym stärker exprimiert wurden als ohne Lysozym. Die Sauerstoff-Zufuhr war jedoch unter 
beiden Bedingungen gleich. Dies könnte darauf hindeuten, dass Lysozym die gleiche 
Stressantwort induziert wie reaktive Sauerstoffspezies, wodurch beide antimikrobiellen 
Substanzen über die gleichen Signalwege zu einer schnelleren Biofilmbildung führen könnten. 
Die erhöhte ahpC-Genexpression könnte auch zur Erhöhung der Expression der Gene fhuC, 
fhuD sowie sufD führen, die für Eisentransporter kodieren. Es ist bekannt, dass AhpC Häm und 
damit Eisen bindet (Lechardeur et al., 2010). Darüber hinaus wurde auch bei anderen 
Stressfaktoren eine erhöhte Genexpression von Eisentransportern ermittelt. Eine solche 
Genexpressionserhöhung lag beispielsweise vor, nachdem Enterococcus faecalis und 
Streptococcus thermophilus mit einem Hitzeschock oder mit Wasserstoffperoxid stimuliert 
wurden (Li et al., 2011; Yan et al., 2015). 
Expressionsunterschiede der Gene des Microcin Immunitätsproteins mccF und des Kompetenz-
induzierten Proteins cinA sowie der Gene der Kompetenzproteine cglA und dem exogenen 
DNA-bindenden Protein comEA durch Stimulation mit Lysozym deuten auf eine direkte 
Regulation der Kompetenz und Immunität von S. gallolyticus subsp. gallolyticus durch 
Lysozym hin. MccF führt zur Resistenz gegenüber dem Microcin C, einem kleinen Bakteriocin 
(Tikhonov et al., 2010). CinA bindet an DNA und ist wahrscheinlich an der homologen 




Karuppiah et al., 2014). ComEA bindet an einzelsträngige DNA, damit diese in die Zelle 
aufgenommen werden kann (Johnston et al., 2014). Kompetenz-Entwicklung ist ein essentieller 
Faktor im Quorum-Sensing in Biofilmen von Streptokokken (Suntharalingam und Cvitkovitch, 
2005). Dabei gehört ComEA zu den frühen Kompetenz-Proteinen, das die comX-Expression 
regulieren, welches wiederum die cinA-Expression reguliert. Deshalb zählt CinA zu den späten 
Kompetenz-Proteinen (Suntharalingam und Cvitkovitch, 2005). Dass die Expression des 
comEA-Gens nach fünf Stunden Inkubation mit Lysozym herunterreguliert wurde, während die 
cinA-Genexpression erhöht wurde, lässt darauf schließen, dass sich die Zellen in der späten 
Phase der natürlichen Transformation befinden. Die natürliche Transformation ist ein wichtiger 
Prozess im Quorum Sensing eines Biofilms (Fontaine et al., 2015). Die Kompetenz-Proteine 
weisen außerdem darauf hin, dass bereits eine Bakteriengemeinschaft, zum Beispiel in Form 
eines Biofilms, vorliegen muss. 
Wie auch die Phagozytose erhöht die Gegenwart von Lysozym ebenfalls die Expression der 
Gene des dlt Operons. Dabei ist es bekannt, dass es verschiedene Mechanismen gibt, die zur 
Resistenz gegen die Hydrolase-Funktion von Lysozym führen. In Gram-negativen Bakterien 
wird die Lysozym-Resistenz häufig durch Lysozym-Inhibitoren und in Gram-positiven 
Bakterien durch Modifikation des Peptidoglykans verwirklicht (Davis und Weiser, 2011; 
Callewaert et al., 2012). Dabei wird die Peptidoglykan-Modifikation meistens durch 
O-Acetylierung der N-Acteylmuraminsäure mittels Adr oder OatA oder durch die 
N-Deacetylierung des N-Actylglucosamins mittels PgdA verursacht (Crisóstomo et al., 2006; 
Hébert et al., 2007; Veiga et al., 2007; Fittipaldi et al., 2008). Keines dieser – sowie weiterer – 
Gene, die von Davis und Weiser als Peptidoglykan-Modifikations-assoziierte Gene 
zusammengefasst wurden, wurden mittels BLAST Analyse in den S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Genomen nachgewiesen (Davis und Weiser, 2011). Nash et al. postulierten, dass 
die Hydrolase-Funktion von Lysozym nicht relevant für die antimikrobielle in vivo-Aktivität 
sei, sondern eventuell eher die kationische antimikrobielle Peptid-Funktion dieser Muramidase 
(Nash et al., 2006). Es wurde schon zuvor bei verschiedenen Bakterienspezies gezeigt, dass die 
D-Alanyl-Veresterung von Teichonsäuren durch Dlt-Proteine zur Inhibition der 
antimikrobiellen Peptid-Funktion des Lysozyms sowie zu Antibiotika-Resistenzen gegen zum 
Beispiel Vancomycin führen (Herbert et al., 2007; Guariglia-Oropeza und Helmann, 2011; 
McBride und Sonenshein, 2011). Daher lässt sich darauf schließen, dass auch in den 
untersuchten S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen die Lysozym-Resistenz durch 
D-Alanylierung von Teichonsäuren verursacht werden könnte. Stammabhängige Unterschiede 
können jedoch nicht allein durch die Anwesenheit des dlt Operons erklärt werden, da auch im 




Gene des dlt Operons vollständig vorhanden sind (Grimm et al., 2017b). Deshalb muss es 
weitere Faktoren geben, die die Lysozym-Resistenz verursachen. Ein Beispiel wären 
unterschiedliche Oberflächenstrukturen einzelner Stämme, die nicht mittels der 
Transkriptomanalyse erfasst werden können. 
Zwischen den Transkriptomen der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme BAA-2069 und 
UCN 34 wurden kaum Unterschiede ermittelt, obwohl sich die Phänotypen dieser Stämme 
hinsichtlich der Lysozym-Resistenz und Biofilmbildung in Medium mit Lysozym 
unterscheiden. Es könnte sein, dass der Stamm BAA-2069 aufgrund der höheren Sensitivität 
gegenüber Lysozym schneller einen schützenden Biofilm aufbaut als der Stamm UCN 34, der 
auch in Gegenwart von Lysozym ungehindert wachsen kann (Johnson, 2008). Mittels 
Microarray-Analyse wurde ermittelt, dass Lysozym die Genexpression von Proteasen nur im 
Stamm UCN 34 erhöhte. Es gibt Hinweise darauf, dass auch Peptidasen zur Lysozym-Resistenz 
beitragen könnten (Vanderkelen et al., 2011). Das kann jedoch beim Stamm UCN 34 nicht 
ursächlich sein, da die Proteasen, deren Genexpressionen reguliert sind, laut LocateP-Analyse 
im Zytoplasma vorliegen und nicht sekretiert werden (Zhou et al., 2008). Somit können sie das 
Lysozym im Medium nicht proteolytisch abbauen. 
 
5.2.2 Transkriptomanalyse von S. gallolyticus subsp. gallolyticus nach Adhäsion an 
Kollagen Typ I  
Bei einer infektiösen Endokarditis gilt die Kollagenadhäsion als initialer Schritt zur 
Kolonisierung der Pathogene am Endokard. Aufgrund dessen wurde das Transkriptom zweier 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme analysiert, die unterschiedliche 
Adhäsionsfähigkeiten an Kollagen Typ I aufwiesen. Es wurde gezeigt, dass die Stämme 
DSM 16831 und UCN 34, wenn man das Transkriptom zwischen planktonischen und 
adhärenten Zellen nach zweistündiger Inkubation miteinander vergleicht, die Expression 
unterschiedlicher Gengruppen regulieren. Im Stamm UCN 34 wurden Teile des Kohlenhydrat-
Metabolismus herunterreguliert und die Expression von Transportern für die 
Nahrungsaufnahme erhöht. Die Umstellung der Nahrungsaufnahme kann als Hinweis darauf 
gewertet werden, dass der Stamm UCN 34 nach Adhäsion in einem Biofilm vorliegt. 
Metabolischer Synergismus ist ein wichtiger Bestandteil für das Zusammenleben in einer 
bakteriellen Gemeinschaft wie dem Biofilm (Nobbs et al., 2009). Auffällig ist, dass die 
Expression des Kompetenz-Gens comD, einem Rezeptor für Kompetenz-stimulierende Peptide, 
verringert wird, obwohl die Zellen in einem Biofilm lokalisiert sind. Eine mögliche 
Begründung ähnelt der Erklärung bei der Transkriptomanalyse nach Lysozym-Behandlung 




späten Zeitpunkt bereits wieder herunterreguliert wird (Suntharalingam und Cvitkovitch, 2005). 
Um diese Vermutung zu bestätigen, könnte das Quorum Sensing in S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus mittels Kompetenz-stimulierender Peptide näher untersucht werden (Morrison et 
al., 2013).  
Die Adhäsion des S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stammes DSM 16831 bewirkte eine 
Erhöhung der Expression von Genen aus insgesamt zwei Regionen des Genoms. Die eine 
Region enthält Transposon-assoziierte Gene, die zum Beispiel für Relaxase, traG Gen (DNA 
Transfer), Mobilisierungsproteine und DNA-binde Proteine kodieren. BLAST-Analysen 
ergaben, dass es sich um ein integratives und konjugatives Element (ICE) handelt, das dem 
Sp1116 von Streptococcus pyogenes ähnelt. In dieser Bakterienspezies wurde eine 
Erythromycin-Resistenz nachgewiesen, die mit diesem ICE übertragen wird (Brenciani et al., 
2012, 2014). Im Stamm DSM 16831 konnten jedoch keine Resistenz-Gene in der ICE-Region 
ermittelt werden. 
Die andere Region im Genom vom Stamm DSM 16831, in der die Genexpressionen nach 
Adhäsion an Kollagen Typ I reguliert wurden, konnte der Streptokokken-assoziierten 
Bakteriophage P9 zugordnet werden (Zhou et al., 2011). Diese phagenassoziierte Region ist die 
einzige im Genom von DSM 16831, die komplett vorliegt und somit zur Phagenreplikation 
führen könnte (Zhou et al., 2011). In einem Plaquetest (Daten nicht gezeigt) konnte jedoch 
keine Lyse von bakteriellen Zellen nachgewiesen werden. Es könnte sein, dass der 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm DSM 16831 unempfindlich gegenüber des P9 
Phagens ist. Eine solche Unempfindlichkeit gegenüber der P9 Phage wurde auch schon für 
Streptococcus zooepifemicus gezeigt, einer Spezies, die im Gegensatz zu Streptococcus equi 
nicht von diesem Phagen lysiert wird (Tiwari und Timoney, 2009). Die Regulation der 
Expression der Gene dieser beiden Regionen könnte auf lateralen Gentransfer im Stamm 
DSM 16831, adhärent gebunden an Kollagen Typ I, hinweisen. Dies ist ein wichtiger Aspekt 
in einer bakteriellen Biofilm-Gemeinschaft (Nobbs et al., 2009). Pseudomonas aeruginosa 
erhöht in Folge einer Biofilmbildung oder durch Veränderung von Umweltbedingungen 
ebenfalls die Expressionen von Transposon- und Phagengenen (Whiteley et al., 2001; 
Balasubramanian und Mathee, 2009). Laut Nobbs et al. kann von der Kollagen-Adhäsion auf 
eine späte Phase der Biofilm-Entwicklung geschlossen werden, in der bereits eine bakterielle 
Gemeinschaft existiert, die veränderte Parameter bezüglich Nahrungsaufnahme und DNA-






Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Phänotypen und Transkriptome von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus ermittelt, die Hinweise auf mögliche Virulenzfaktoren dieses 
Bakteriums geben. Um weitere mögliche Virulenzfaktoren zu ermitteln, sollten zukünftige 
Studien Transkriptomanalysen unter differenten Interaktionsbedingungen beinhalten. So 
könnten Faktoren untersucht werden, die an der Adhäsion und Invasion humaner Zellen 
beteiligt sind, beispielsweise bei Endothel- und Epithelzellen. 
Die ermittelten Virulenzfaktoren dieser Arbeit, wie etwa die Dlt-Proteine könnten mittels 
Deletion-Mutationen einzelner Gene weiter evaluiert werden, indem KO-Zellen mit dem 
jeweiligen Wildtyp verglichen werden. Eine Möglichkeit zur Transformation von 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus wäre die Konjugation über Streptococcus agalactiae (Danne 
et al., 2013). Die Ergebnisse der Transkriptomanalyse dieser Arbeit haben allerdings gezeigt, 
dass S. gallolyticus subsp. gallolyticus unter bestimmten Bedingungen natürlich kompetent sein 
könnte. Deshalb könnte die Transformation bakterieller Zellen mittels Kompetenz-
stimulierender Peptide eine bessere Möglichkeit sein, um kompetente S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Zellen herzustellen und diese genetisch zu verändern (Morrison et al., 2013).  
In der Transkriptomanalyse zur Untersuchung der Lysozym-Resistenz der beiden 
S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme BAA-2069 und UCN 34 konnten keine Unterschiede 
hinsichtlich der Genexpression ermittelt werden, obwohl beide Stämme einen 
unterschiedlichen Phänotyp aufweisen. Möglicherweise könnten Untersuchungen von 
Oberflächenstrukturen einzelner Stämme Aufschluss über die zugrundeliegenden 
Virulenzfaktoren geben. Hierfür könnten zum einen Oberflächenproteine mittels Shaving-
Methode durch unterschiedliche Proteasen von der Oberfläche abgespalten und anschließend 
massenspektrometrisch identifiziert werden (Tjalsma et al., 2008). Zum anderen könnte eine 
elektronenmikroskopische Ermittlung der Kapselgröße einzelner Stämme zu neuen 
Erkenntnissen über die Virulenz der S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme führen. Kapseln, 
die die Bakterien umschließen, haben einen Einfluss auf die Virulenz von Bakterien (Marshall 
und Gunn, 2015). 
Neben der Untersuchung der Eigenschaften von S. gallolyticus subsp. gallolyticus, die die Wirt-
Pathogen-Interaktion bestimmen, könnten auch Individuen-abhängige Reaktionen des Wirts 
auf den Erreger den Verlauf einer Infektion determinieren. Hierfür könnte die Studie zur 
Untersuchung der Phagozytose durch primäre Makrophagen erweitert werden, bei der die 
Einzelnukleotid-Varianten einzelner Individuen ermittelt werden. So könnte etwa eine 
Genotyp-Phänotyp Korrelation genetische Prädispositionen ermitteln, die die Phagozytose und 





6.1 Mikrobiologische Methoden 
6.1.1 Anzucht und Kultivierung von Bakterien 
Die Bakterien verschiedener Stämme werden mit einer Impfperle aus dem Kryobankröhrchen 
(Mast Group) entnommen und mit einer sterilen Impföse auf BHI-Agarplatten im 
Dreiösenausstrich vereinzelt. Die Inkubation erfolgt bei 37 °C über Nacht im Inkubator. Für 
Übernachtkulturen werden 5 ml BHI-Medium mit einer Einzelkultur, die mit einer Impföse 
entnommen wurde, inokuliert und über Nacht bei 37 °C bei 200 rpm auf einem Schüttler 
(Heidolph) inkubiert. Für Kulturen in der exponentiellen Phase werden 5-7 ml BHI-Medium 
mit 100 µl Übernachtkultur inokuliert und für 2,5 h bei 37 °C und 200 rpm inkubiert.  
 
6.1.2 Bestimmung des Bakterientiters 
Die Bestimmung des Bakterientiters (koloniebildende Einheiten = KBE) erfolgt durch serielle 
Verdünnung von Bakteriensuspensionen in Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (DPBS). 
100 µl der geeigneten Verdünnung werden auf Trypton Soja (TS)-Agarplatten in 
Dreifachbestimmung ausplattiert. Die Ermittlung der KBE/ml erfolgt nach 24–48 h Inkubation 
bei 37 °C. Die Bakterienkolonien werden am aCoLyte ausgezählt und der bakterielle Titer der 
Ausgangslösung pro Milliliter berechnet.  
  
6.1.3 Kryokonservierung von Bakterienkulturen 
Bakterienkulturen werden inklusive Impfperlen bei -80 °C in Kryobankröhrchen gelagert. 
Dafür wird eine Einzelkolonie von einer BHI-Agarplatte mit einer Impföse entnommen und im 
Kryomedium suspendiert. Anschließend wird der Überstand des Kryomediums mit einer 
Pasteurpipette abgenommen. Die Bakterien liegen dann adhärent an den Impfperlen vor. 
 
6.1.4 Wachstum und Biofilmbildung von Bakterien in Lysozym-haltigem Medium 
Die Lysozym-Resistenz verschiedener Bakterienstämme werden in BHI-Medium mit 
unterschiedlichen Lysozymkonzentrationen getestet. Die Bakterien werden in 24-Kavitäten-
Platten kultiviert. Dafür werden 980 µl BHI Medium mit Lysozym aus Hühnereiweiß (0, 5, 10 
oder 20 mg/ml; Sigma) versetzt und mit 20 µl Bakterienkultur aus der exponentiellen Phase 
inokuliert. Die Kulturen werden bei 37 °C und 70 rpm in einem Schüttler (Heidolph) inkubiert. 
Nach 5 h Inkubation wird das Wachstum photometrisch mit optischer Dichte bei λ = 600 nm 




Die Biofilmbildung verschiedener Bakterienstämme wird nach 5 h oder 16 h Inkubation in 
Lysozym-ergänztem Medium ermittelt. Dafür wird zu den jeweiligen Zeitpunkten der 
Überstand abgenommen und die adhärenten bakteriellen Zellen zweimalig mit DPBS 
gewaschen. Zum einen werden die vitalen adhärenten Bakterien anschließend durch 
Ausplattieren bestimmt (6.1.2), indem der Biofilm mit 1 %-igem Saponin aufgebrochen und 
mit der Pipettenspitze vom Kavitätsboden gelöst wird. Zum anderen werden adhärenten 
Bakterien mit Kristallviolett angefärbt und die Biofilmbildung photometrisch (λ = 550 nm) 
bestimmt (6.1.8). 
 
6.1.5 Wachstum und Biofilmbildung in Gegenwart von Wasserstoff-Peroxid 
Das Wachstum von verschiedenen Bakterien-Stämmen in Gegenwart von Wasserstoff-Peroxid 
(H2O2) wird photometrisch oder durch Ausplattieren bestimmt. Dafür werden 980 µl BHI-
Medium mit 0, 5, 10, 15 oder 20 mM H2O2 mit 20 µl Bakterienkultur aus der exponentiellen 
Phase inokuliert. Photometrisch wird die optische Dichte (λ = 600 nm) zu verschiedenen 
Zeitpunkten bestimmt. Zusätzlich wird nach 5 h Inkubation die Anzahl koloniebildener 
Einheiten (KBE) pro Milliliter durch Ausplattieren bestimmt (6.1.2). Die Analyse der 
Biofilmbildung in Gegenwart von H2O2 erfolgt wie in 6.1.8 beschrieben. 
 
6.1.6 Überleben von Bakterien in saurem Medium 
Das Überleben verschiedener Bakterienstämme bei einem saurem pH-Wert im Vergleich zu 
neutralem pH-Wert wird in BHI-Medium untersucht. Dafür wird das BHI-Medium mit 
Salzsäure (HCl) auf einen pH-Wert von 4,0 oder 7,0 eingestellt und anschließend sterilfiltriert. 
5 ml Bakterienkulturen werden zentrifugiert (5.000 rpm für 5 min bei RT) und mit DPBS 
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wird das Sediment in BHI pH 7 oder in BHI pH 4 
resuspendiert und die Zellen für 5 Stunden bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Anschließend 
werden die KBEs pro Milliliter durch Ausplattieren ermittelt (6.1.2). 
 
6.1.7 Untersuchung der Adhäsion von Bakterien an Kollagen 
Zur Überprüfung der Adhäsion verschiedener Bakterienstämme an Kollagen wird 2 ml 
0,1 mg/ml humanes Kollagen Typ I aus der Plazenta (Sigma) oder bovines Serum Albumin 
(BSA) in 6 Kavitäten-Platten gegeben und über Nacht bei 4 °C immobilisiert. Der Überstand 
wird danach mit Pasteurpipetten abgenommen und 2 ml Block-Lösung (DPBS, 1 % BSA und 
0,05 % Tween-20) in die Kavität gegeben. Nach zweistündiger Inkubation bei 4 °C wird die 
Block-Lösung abgenommen und die Kavitäten zweimalig mit DPBS gewaschen. Anschließend 




2 Stunden bei 37°C und 70 rpm inkubiert. Die adhärenten bakteriellen Zellen werden entweder 
mit TE-Puffer und Lyse-Puffer (NucleoSpin RNA II-Kit) für die RNA Extraktion (6.3.1) lysiert 
oder mit Kristallviolett angefärbt (6.1.8). 
 
6.1.8 Kristallviolett-Färbung adhärenter Bakterienstämme 
Kristallviolett ist ein Farbstoff, der sich in die Zellwand von Bakterien einlagert. Die Färbung 
mit Kristallviolett wird zur Quantifizierung adhärenter bakterieller Zellen an Polystyrol, BSA 
oder Kollagen genutzt. Dafür werden die Kavitäten mit den adhärenten Bakterien zweimal mit 
DPBS gewaschen und die Bakterien im Anschluss bei 60 °C für 20 min abgetötet und die 
Kavitäten getrocknet. Anschließend wird 1 %-iges Kristallviolett (100 µl in 96-Kavitäten-
Platten; 1 ml in 24-Kavitäten-Platten; 2 ml in 6-Kavitäten-Platten) in die Kavitäten gegeben. 
Die Färbung der Zellen erfolgt für 30 min bei RT. Überschüssiges Kristallviolett wird mit einer 
Pasteurpipette abgenommen und durch fünfmaliges Waschen mit DPBS entfernt. Das 
Kristallviolett wird dann mittels Zugabe von 70 %-igem Ethanol (250 µl in 96-Kavitäten-
Platten; 1 ml in 24-Kavitäten-Platten; 2 ml in 6-Kavitäten-Platten) und 10-minütiger Inkubation 
bei RT und 70 rpm gelöst. Die relative Quantifizierung adhärenter Bakterien erfolgt am Tecan 
Infinite M200pro Plattenleser, indem die Absorption bei einer Wellenlänge von 550 nm 
gemessen wird. 
 
6.1.9 Mikroskopische Analyse von Biofilmen 
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an T/A-reiche Regionen in 
der DNA interkaliert. Um adhärente Zellen mikroskopisch zu analysieren, werden diese 
zunächst zweimal mit DPBS gewaschen. Anschließend wird die bakterielle DNA mit DAPI 
markiert. Adhärente bakterielle Zellen werden mit einer 1:1.000-verdünntem DAPI-Lösung für 
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wird überschüssiges DAPI durch 
zweimaliges Waschen mit DPBS entfernt und die Zellen mit 4 %-iger Formaldehyd-Lösung für 
30 min bei Raumtemperatur fixiert. Die mikroskopische Analyse erfolgt mit dem 
Fluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse TE2000 und 400-facher Vergrößerung.  
 
6.2 Zellbiologische Methoden 
6.2.1 Kultivierung und Passagieren von THP-1 Monozyten 
Zur Kultivierung von THP-1 Zellen werden Kryokulturen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut 
und in 10 ml Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) 1640 (Gibco) mit 10 % fötalem 
Kälberserum (FBS; Südafrika; PAN) und 1-facher Penicillin/Streptomycin/AmphotericinB-




5 min zentrifugiert. Das Zellsediment wird in 20 ml neuem RPMI+FBS+AB resuspendiert und 
in eine Suspensions-Zellkulturflasche (Greiner BioOne) gegeben. Die Kultivierung erfolgt bei 
37 °C bei einer Atmosphäre mit 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2). Für ein ideales Wachstum der 
Suspensionszelllinie wird eine Konzentration von 1–5 × 105 Zellen/ml verwendet. Außerdem 
muss das Medium alle 2–3 Tage gewechselt werden beziehungsweise durch Zugabe von neuem 
Medium gestreckt werden. Für den Wechsel des Mediums beziehungsweise Passagieren der 
Zellen, werden diese sedimentiert (1100 rpm; 5 min, bei RT) und in einem entsprechenden 
Volumen in einer Zellkulturflasche resuspendiert. 
 
6.2.2 Kryokonservierung von THP-1 Monozyten 
Zur langfristigen Lagerung von THP-1 Zellen erfolgt eine Kryokonservierung. 50 ml 
Suspensionskultur wird zentrifugiert (1100 rpm für 5 min, bei RT) und das Sediment in 10 ml 
RPMI+FBS+AB mit 5 % DMSO gelöst. Die Zellsuspension wird auf zehn vorgekühlte 
Kryoröhrchen aufgeteilt. Diese werden in ebenfalls vorgekühlten Aluminiumblöcken in einer 
Styroporbox bei -80 °C gelagert. Nach 1–2 Tagen werden die Kryokulturen in flüssigen 
Stickstoff überführt. 
 
6.2.3 Differenzierung von THP-1 Monozyten zu Makrophagen 
Die Differenzierung der monozytären Zelllinie THP-1 zu Makrophagen erfolgt innerhalb von 
drei Tagen mittels 50 ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) in RPMI+FBS+AB. Die 
Anzahl der eingesetzten Zellen hängt von der Fläche des Kavitätenbodens ab. Für Mikroskopie-
Analysen werden 1,5 × 106 THP-1 in 2 ml Medium inklusive PMA in, mit Deckgläsern 
bestückten, 6-Kavitäten-Zellkulturplatten pro Kavität ausgesät. Die gleiche Anzahl an Zellen 
werden in 2 ml/Kavität in 12-Kavitäten-Platten ausgesät, 5 × 105 Zellen/Kavität in 1 ml in 24-
Kavitäten-Platten und 1,3 × 105 Zellen/Kavität in 100 µl in 96-Kavitäten-Platten. Die Zellen 
werden für zwei Tage bei 37 °C, 5 % CO2 kultiviert. Anschließend werden die Zellen zweimal 
mit DPBS gewaschen. Nach Zugabe von frischem Antibiotika-freiem Medium ohne PMA 
werden die Zellen für einen weiteren Tag kultiviert.  
 
6.2.4 Zählung und Vitalitätsanalyse humaner Zellen 
Adhärente Zellen müssen vor der Auszählung mit Trypsin in Suspension gebracht werden. 
Dafür werden diese einmal mit DPBS gewaschen, bevor 1-fache Trypsin/EDTA-Lösung 
hinzugegeben wird. Das enzymatische Lösen der Zellen findet bei 37 °C statt und die Reaktion 
mit Medium inklusive FBS abgestoppt. Zur Auszählung der humanen Zellen werden diese 1:1 




toten (blauen) Zellen zu ermöglichen. Trypanblau dringt in tote Zellen ein, wodurch diese 
dunkelblau gefärbt sind. Anschließend werden diese entweder in JuLI Br Zählkammern 
überführt, mittels des JuLI Br Live Cell Analyzers gezählt und mit Hilfe der JuLi Br 
Zellzählersoftware ausgewertet oder mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer manuell 
ausgezählt. Dafür werden die angefärbten Zellen in eine Neubauer-Zählkammer gegeben und 
die Anzahl der vitalen Zellen in vier Großquadraten ermittelt. Die Anzahl der Zellen pro 





Z = Gesamtanzahl der Zellen in den vier Großquadraten 
 
6.2.5 Isolierung von Monozyten aus Vollblut 
Freiwilligen Probanden wird Vollblut abgenommen und in einem Transferbeutel von Fresenius 
Kabi gelagert. Dieser enthält Citronensäure-Monohydrat, Natriumcitrat-Dihydrat, Glucose-
Monohydrat und Natrium-Dihydrogenphosphat-Dihydrat zur Antikoagulation des Blutes. Zur 
Isolierung der Monozyten aus dem Vollblut wird dieses zunächst 1:1 mit DPBS+AB (RT) 
verdünnt. Dann wird 30 ml Vollblut/DPBS-Gemisch vorsichtig auf 15 ml Bicoll (Merck) 
gegeben und anschließend für 30 min, 800 × g bei RT ohne Bremse zentrifugiert, um einen 
Dichtegradienten zu erhalten. Nach der Zentrifugation befinden sich die mononukleären Zellen 
des peripheren Blutes (PBMCs), die mithilfe einer Pasteurpipette vorsichtig abgenommen 
werden, zwischen dem Biocoll und dem Blutplasma. Die PBMCs werden anschließend zwei 
Mal mit kaltem DPBS+AB (4 °C) gewaschen. Dafür werden die Zellen für jeweils 10 min mit 
300 × g bei 4 °C zentrifugiert. Anschließend erfolgt die Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe 
einer Neubauer-Zählkammer (6.2.4).  
Die darauffolgende Isolation der Monozyten aus den PBMCs erfolgt mit dem Pan monocyte 
isolation Kit (Miltenyi Biotec). Dieses Kit erlaubt die Isolierung von klassischen Monozyten, 
intermediären Monozyten und nicht-klassischen Monozyten. Dabei werden die Monozyten 
negativ selektiert, indem alle nicht-monozytären Zellen (T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen, 
dendritische Zellen, basophile Granulozyten und Erythrozyten) mit Biotin-konjugierten 
Antikörpern markiert werden. An diese Antikörper können wiederum magnetische Anti-Biotin 
Microbeads binden. Die nachfolgenden Schritte erfolgen alle gekühlt bei 4 °C oder auf Eis. Die 
PBMCs werden ein weiteres Mal für 10 min bei 300 × g zentrifugiert und der Überstand 
vollständig entfernt und 107 Zellen in je 30 µl MACS-Puffer (DPBS, 0,5 mM EDTA, 0,5 % 
BSA) gelöst. Pro 107 Zellen werden je 10 µl FcR Blocking Reagenz und 10 µl Biotin-




werden noch einmal 30 µl MACS-Puffer pro 107 Zellen sowie 20 µl Anti-Biotin Microbeads 
hinzugegeben. Nach 10-minütiger Inkubation auf Eis wird eine MACS Säule (Größe MS) in 
einen MACS Separator (Magnet) gehängt und 500 µl MACS-Puffer auf die Säule gegeben. 
Wenn der MACS Puffer durchgetropft ist, werden 500 µl Zellsuspension auf die Säule gegeben 
(höchstens 108 Zellen pro Säule) und jeweils wieder 500 µl Zellsuspension hinzugegeben bis 
das gesamte Volumen durch die Säule gelaufen ist. Das Eluat wird anschließend noch einmal 
auf die Säule gegeben. Abschließend wird die Säule mit 500 µl MACS Puffer abschließend 
gewaschen. Danach liegen die isolierten Monozyten im Eluat vor. Die Säule kann vom 
Magneten genommen werden, um die mit Antikörpern markierten Zellen mit 500 µl MACS 
Puffer von der Säule zu entfernen und als Kontrolle in der Durchflusszytometrie (6.2.7) 
einsetzen zu können. Die Monozyten werden weiter zu M1 Makrophagen differenziert (6.2.6). 
 
6.2.6 Differenzierung von primären Monozyten zu M1 Makrophagen 
Die aus Vollblut isolierten Monozyten werden ausgezählt, in RPMI+FBS+AB mit 50 ng/ml 
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) resuspendiert und in 12-Kavitäten-Platten mit 
1,5 × 106 Zellen/Kavität in 2 ml ausgesät. Hierin werden die Zellen kultiviert, wobei alle 2–3 
Tage 500 µl RPMI+FBS+AB und 100 ng/ml M-CSF hinzugegeben werden. Außerdem wird 
das Medium ab dem dritten Tag der Kultivierung mit 50 ng/ml Interferon-γ (IFN-γ) versetzt, 
um M1 Makrophagen zu erhalten. An Tag sieben wird auf ein Zytokin-freies Medium 
(RPMI+FBS+AB) gewechselt. Die Zellen werden noch einen Tag in diesem Medium inkubiert, 
um dann für das Phagozytose-Assay (6.2.8) eingesetzt zu werden. 
 
6.2.7 Durchflusszytometrische Analyse zur Überprüfung von isolierten Zellen 
Durchflusszytometerische Messungen werden dazu genutzt, um die Reinheit der isolierten 
Monozyten zu analysieren sowie die Differenzierung zu Makrophagen zu überprüfen. 
Makrophagen werden dafür mittels Trypsin in Lösung gebracht (6.2.4). Dafür werden 100 µl 
Zellsuspension mit je 5 µl von drei verschiedenen Fluoreszenz-markierten Antikörper versetzt. 
Um die Fluoreszenzsignale kompensieren zu können, werden Proben auch mit je zwei 
verschiedenen Fluoreszenz-markierten Antikörpern sowie ohne Antikörper inkubiert. Die 
Inkubation erfolgt für 30 min bei 4 °C. Anschließend werden die Zellsuspensionen zentrifugiert 
(800 × g, 10 min, 4 °C) und in 4 %-iger Formaldehyd-Lösung für 30 min bei 4 °C fixiert. Die 
Proben werden erneut zentrifugiert und das Zellsediment in MACS-Puffer resuspendiert.  
Wenn Antigene intrazellulär vorliegen, wird das Inside staining kit (Miltenyi Biotec) nach 
Herstellerangaben verwendet. Dafür werden die Zellen als erstes mit den anderen beiden 




Puffer gewaschen. Die markierten Zellen werden dann mit Inside Fix für 20 min bei 
Raumtemperatur fixiert. Nach erneutem Waschen werden die Zellen mittels Inside Perm 
permeabilisiert und für 10 min bei RT mit 5 µl desjenigen Antikörpers inkubiert, dessen 
Antigen intrazellulär vorliegt. Die Markierung schließt mit erneutem Waschen und 
Resuspension in MACS Puffer ab. 
Monozytensuspensionen ab einer Reinheit von 80 % wurden für Phagozytose-Versuche 
verwendet. Außerdem wurde nach achttägiger Differenzierung von Monozyten überprüft, ob 
Makrophagen vorlagen. 
Die Analyse erfolgt am FACS-Canto II der Firma BD Bioscience mit folgenden Parametern: 
Kanal Abkürzung Spannung 
Forward Scatter FSC 214 
Side Scatter SSC 450 
Fluorescein isothiocyanate FITC 450 
Phycoerythrin PE 400 
Allophycocyanin APC 400 
Kanal Abkürzung Schwellenwert 
Forward Scatter FSC 5000 
Zu kompensierende Kanäle Kompensation [%] 
PE – FITC  6,74 
APC – FITC  4,30 
FITC – PE  9,33 
APC – PE  0,24 
FITC – APC  1,44 
PE – APC  0,21 
 
6.2.8 Phagozytose Assay 
Der Phagozytose-Assay wird dazu genutzt, um die intrazellulär in Makrophagen vorliegenden 
Bakterien zu quantifizieren. Dazu werden bakterielle Übernachtkulturen seriell soweit in 
antibiotika-freiem RPMI+FBS verdünnt, bis eine Multiplizität der Infektion (MOI) von 
ungefähr fünf erreicht ist. Von den Makrophagen wird das Medium abgenommen und entweder 
2 ml oder 100 µl verdünnte Bakterienkulturen oder Medium ohne Bakterien als 
Negativkontrolle zugegeben. Anschließend werden die Kavitäten-Platten bei 400 × g für 5 min 
zentrifugiert, um zu gewährleisten, dass die Bakterien an die Makrophagen adhärieren. 
Nachfolgend werden die Zellen mit Bakteriensuspensionen für 30 min bei 37 °C und 5 % CO2 
in der Atmosphäre inkubiert, wodurch die Aufnahme von Bakterien durch die Makrophagen 
mittels Phagozytose erfolgen kann. Die Bakteriensuspension wird abgenommen und 
extrazelluläre Bakterien durch zweimaliges Waschen mit DPBS entfernt. Zusätzlich werden die 
extrazellulären Bakterien innerhalb einer 20-minütigen Inkubation in RPMI+FBS+AB mit 
zusätzlich 200 µg/ml Gentamycin abgetötet. Nach verschiedenen Zeitpunkten wird der 




Antibiotika-Rückstände durch zweimaliges Waschen mit DPBS entfernt. Dann werden die 
Makrophagen entweder a) mit RA1-Lysis-Puffer zur RNA-Extraktion lysiert (6.3.1), b) mit 
1 %-igem Saponin versetzt, um die intrazellulären Bakterien durch Ausplattieren quantifizieren 
zu können oder c) die Makrophagen und Bakterien fluoreszenzmikroskopisch untersucht 
(6.2.9). Die Phagozytoserate (0 h) wird bestimmt, indem die ermittelte intrazelluläre 
Bakterienanzahl ins Verhältnis zum hinzugegebenen Inokulum gesetzt wird. Der zeitliche 
Verlauf des Abbaus der Bakterien innerhalb der Makrophagen wird durch Ausplattieren 
ermittelt und in Prozent zur Phagozytoserate (100 %) angegeben. 
 
6.2.9 Lokalisierung von phagozytierten Bakterien mittels Mikroskopie 
Die Lokalisierung von Bakterien nach der Phagozytose erfolgt fluoreszenzmikroskopisch. 
Dafür werden bakterielle Übernachtkulturen zentrifugiert (5000 × g, 5 min) und das Sediment 
in 5 ml DPBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wird das Zellsediment in DPBS mit 
0,1 mg/ml FITC aufgenommen. Nach einer halbstündigen Inkubation im Dunkeln bei 
Raumtemperatur wird die Bakterienkultur dreimal mit DPBS gewaschen.  
Für die Unterscheidung zwischen intra- und extrazellulär vorliegenden Bakterien wird nach 
dem letzten Waschschritt das Sediment in 1 ml DPBS mit 0,5 mg/ml sulfo-NHS-LC-biotin 
resuspendiert. Nach einer 30-minütiger Inkubation erfolgt ein dreimaliges Waschen der 
Bakterienkulturen mit DPBS (Zentrifugation: 5000 × g, 5 min). Anschließend werden die 
markierten Bakterien in RPMI+FBS gelöst und der Phagozytose-Assay, wie in 6.2.8 
beschrieben, in 6 Kavitäten Platten mit Deckgläschen durchgeführt. Nach 1 h wird der 
Überstand abgenommen und mit 4 %-iger Formaldehyd-Lösung für 15 min fixiert. Die 
Kavitäten werden dreimal mit DPBS gewaschen und unspezifische Bindestellen für 5 min mit 
Block-Lösung blockiert. Die Block-Lösung wird abgenommen. Es folgt eine 45-minütige 
Inkubation mit Streptavidin-AlexaFluor 546 (1:200-verdünnt in Block-Lösung). Das 
Streptavidin bindet kovalent an Biotin und dringt nicht in die bakteriellen Zellen ein. Alexa 
Fluor 546 markiert so die extrazellulär vorliegenden Bakterien. Die Zellen werden abschließend 
noch dreimal gewaschen und in Roti-Mount FLuorCare (Roth) eingebettet. 
Um zu überprüfen, ob die Bakterien in sauren Organellen vorliegen, wird LysoTracker Red 
DND-99 von ThermoFisher genutzt. Dieses Fluorophor ist gekoppelt an eine schwache Base 
und akkumuliert aufgrund dessen in sauren Organellen. Bakterien werden, wie zuvor 
beschrieben, mit FITC markiert. Die Medien, die während des Phagozytose-Assays in den 6-
Kavitäten Platten genutzt werden (sowohl RPMI+FBS als auch RPMI+FBS+AB), werden mit 
75 nM LysoTracker Red DND-99 versetzt. Der Phagozytose-Assay (6.2.8) wird durchgeführt 




der Zellen erfolgt mit 4 %-iger Formaldehyd-Lösung für 15 min bei Raumtemperatur und die 
Zellen werden nach dreimaligem Waschen mit DPBS in Roti-Mount FLuorCare (Roth) 
eingebettet. 
Die Deckgläschen werden aus den Kavitäten genommen und auf Objektträger gegeben. Die 
mikroskopische Analyse erfolgt am Nikon Eclipse TE2000-S (400-fache und 1000-fache 
Vergrößerung). Für das 100er Objektiv (1000-fache Vergrößerung) wird Immersionsöl 518N 
von Zeiss auf das Deckgläschen gegeben. Alle FITC-markierten Bakterien werden bei λ = 465–
495 nm detektiert, extrazelluläre Bakterien sowie saure Zellorganellen bei λ = 510–560 nm. 
Die Aufnahme der Bilder erfolgt durch die Nikon’s Digital Sight DS-U3-Kamera und die 
direkte Auswertung der Bilder mit Hilfe der Software Nikon’s NIS-Elements. Die Bilder 
werden mit ImageJ verarbeitet. 
  
6.3 Molekularbiologische Methoden 
6.3.1 RNA Extraktion aus THP-1 Zellen 
Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus THP-1 Zellen wird das NucleoSpin RNA II-Kit der Firma 
Machery-Nagel verwendet. Die Durchführung erfolgt nach dem Protokoll des Herstellers. Die 
Zellen werden durch Zugabe von 600 µl des Lyse Puffers RA1 lysiert. Anschließend kann das 
Lysat bei -20 °C gelagert werden. Zur RNA-Extraktion wird das Zelllysat auf einen NucleoSpin 
Filter gegeben und für 1 min bei 11.000 × g zentrifugiert. Im Anschluss wird das Lysat mit 
600 µl 70 %-igem Ethanol versetzt, auf die NucleoSpin RNA II Säule gegeben und für 30 s bei 
11.000 × g zentrifugiert, wodurch die RNA an die Säule bindet. Anschließend werden 350 µl 
MDB (Membrane Desalting Buffer) auf die Säule gegeben und diese bei 11.000 × g 
zentrifugiert, um Salze von der Säule zu entfernen. Im folgenden Schritt wird die DNA auf der 
Silica-Säule durch rDNase verdaut. Dafür wird 10 µl rekombinant-hergestellte rDNase in 90 µl 
Reaktionspuffer auf die Säule gegeben und für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der 
Enzymreaktion wird die Säule gewaschen und getrocknet. Der erste Waschschritt erfolgt mit 
200 µl des Puffers RA2 und anschließender Zentrifugation (30 s, 11.000 × g). Beim zweiten 
Waschschritt wird 600 µl RA3 Puffer auf die Säule gegeben und nachfolgend zentrifugiert 
(11.000 × g für 30 s). Im Anschluss wird die Säule mit 250 µl RA3 Puffer gewaschen und bei 
11000 × g für 2 min zentrifugiert. Es werden 30 µl RNase-freies Wasser auf die Säule gegeben, 
für eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und die RNA mittels eines 






6.3.2 RNA Extraktion aus S. gallolyticus subsp. gallolyticus 
Zur Extraktion bakterieller RNA wird das PeqGold Bacterial RNA Kit verwendet. Bakterien 
werden in 100 µl TE Puffer und 450 µl RNA Lysis Puffer T resuspendiert und in ein Lysing 
Matrix B-Röhrchen (MP Biomedicals) gegeben. Die bakteriellen Zellen werden durch 
3-minütiges Vortexen mit dem Vortex-Genie 2000 (Scientific industries) und 0,1 mm-großen 
Glaskugeln aufgeschlossen. Die Suspension wird 10 Minuten im Puffer inkubiert, der 
Überstand von den Glaskugeln abgenommen (ca. 350 µl), auf die DNA Removing Column 
gegeben und dann für 2 min bei 10.000 × g zentrifugiert. Die Säule wird verworfen, zum Eluat 
wird das gleiche Volumen an 70 %-igem Ethanol gegeben und durch Pipettieren gemischt. Das 
Gemisch wird auf eine PerfectBind RNA Column gegeben und für eine Minute bei 10.000 × g 
zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und die Säule mit 500 µl RNA Wash Buffer I 
gewaschen. Nach Zentrifugation (10.000 × g, 1 min) wird der Durchfluss verworfen und die 
DNA mittels DNase I verdaut. Dafür wird 75 µl DNase I Reaktionsmix (6,5 µl Wasser, 7,5 µl 
DNase I-Puffer und 1,5 µl DNase I) direkt auf die Säule gegeben und für 15 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend werden 400 µl RNA Wash Buffer I auf die Säule 
gegeben, für 5 min bei RT inkubiert und für 5 min bei 10.000 × g zentrifugiert. Der Durchfluss 
wird wieder verworfen, 650 µl RNA Wash Buffer II auf die Säule pipettiert und für 1 min bei 
10.000 × g zentrifugiert. Dieser Schritt wird wiederholt und die Säule durch erneutes 
zentrifugieren bei 10.000 × g für 2 min vollständig getrocknet. Danach wird die RNA nach 10-
minütiger Inkubation bei RT mit 30 µl RNase-freiem Wasser und anschließender 
Zentrifugation (2 min bei 7.000 × g) von der Säule eluiert. Die isolierte RNA wird bei -80 °C 
gelagert. 
 
6.3.3 RNA Quantifizierung mit dem Nanodrop 2000 
Die Gesamt-RNA-Konzentration der Nukleinsäure-Proben wird mit dem Spektrophotometer 
Nanodrop 2000 (PeqLab) quantifiziert. Es werden ca. 1,5 µl der zu untersuchenden Probe 
eingesetzt, um die Absorption bei λ = 260 nm zu bestimmen. Die Absorption ist direkt 
proportional zur Konzentration, so dass unter Einbezug des Multiplikationsfaktors für RNA 
(Faktor 40) die Konzentration der RNA in der Probe berechnet werden kann. Die Berechnung 
erfolgt durch die Software Nanodrop 2000/2000c mit der Nukleotid-Funktion (RNA oder 
DNA) (Version 1.4.1). Die Reinheit der Probe wird durch das Verhältnis OD260/280 (ideale 
Werte: 1,8–2) und OD260/230 (ideale Werte: < 2) angegeben. Damit wird eine mögliche 
Kontamination der Probe durch Proteine, Salze und Lösungsmittel erfasst. Außerdem wird der 





6.3.4 Bestimmung der RNA-Integrität 
Mittels des RNA 6000 Pico Kits (Agilent) wird die RNA Integritäts Nummer (RIN) und damit 
die Qualität der RNA bestimmt. Im ersten Schritt wird die RNA Gelmatrix filtriert, indem diese 
auf den Filter gegeben wird und bei 1.500 × g für 10 min zentrifugiert wird. In 65 µl des 
gefilterten Gels werden 1 µl RNA Dye Konzentrat gegeben (Gel-Dye Mix), gut gemischt und 
für 10 min bei 13.000 × g zentrifugiert. Von dem Gel-Dye Mix werden dann 9 µl revers in die 
erste Kavität des RNA 6000 Pico Chips pipettiert. Der Gel-Dye Mix wird mit Hilfe einer Spritze 
für 30 s in die Kapillare des Chips gedrückt. Zwei weitere Kavitäten des Chips werden mit 9 µl 
Gel-Dye Mix befüllt, eine weitere mit 9 µl RNA Conditioning Solution. In alle Kavitäten für 
die Proben und den Längenstandard werden zunächst 5 µl RNA-Marker pipettiert. Dann 
werden 1 µl Längenstandard in die Kavität des Größenstandards gegeben und je 1 µl RNA-
Probe (zuvor 1:100 in RNase-freiem Wasser verdünnt) in die anderen Kavitäten. Der Chip wird 
anschließend im IKA Vortexer für 1 min bei 2.400 rpm gevortext. Nachfolgend kann der Chip 
in den Bioanalyzer 2100 (Agilent) gelegt werden. Es erfolgt eine kapillarelektrophoretische 
Auftrennung der RNA. Der RIN-Wert wird dabei mit Hilfe der 2100 Expert Software 
berechnet. Für die Berechnung wird das Verhältnis der 23S und 16S rRNA ausgerechnet sowie 
die 5S rRNA-Bande mit einberechnet. Im Idealfall sollte die 23S-Bande doppelt so groß sein 
wie die 16S-Bande (RIN=10). Es wird ein Elektropherogramm sowie ein Pseudo-Gelbild für 
jede Probe und dem Längenstandard erstellt (Abbildung 6.1) Bei allen RNA-Proben, die für 
Microarray-Analysen genutzt werden, wird der RIN-Wert bestimmt. Dazu gehören die RNA-
Proben, die mittels des PeqGold Bacterial RNA Kit aus Bakterien in Lysozym-haltigem 
Medium (6.1.4), aus Kollagen-adhärenten Bakterien (6.1.7) oder aus phagozytierten Bakterien 
(6.2.8) extrahiert wurden. Die Bestimmung des RIN-Wertes erfolgt für humane RNA, extrahiert 







6.3.5 cDNA-Synthese aus humaner mRNA 
Die cDNA (complementary DNA)-Synthese erfolgt durch eine reverse Transkriptase 
(SuperScript II Reverse Transcriptase, Invitrogen), die RNA in cDNA transkribiert. Dafür 
werden 2 μg RNA mit RNase-freiem Wasser in einem Gesamtvolumen von 20 µl verdünnt. Die 
verdünnte RNA wird mit 2 μl dNTP-Mix (25 mM) und 2 μl Oligo-(dT)-Primer (7 pM) versetzt. 
Diese Proben werden für 5 min bei 65 °C inkubiert. Nachfolgend werden 8 μl FS-Puffer (5 x 
First-Strand Buffer) und 4 μl Dithiothreitol (DTT)-Lösung (0,1 M) hinzugefügt. Nach einer 
Inkubation bei 42 °C für 2 min wird 2 μl reverse Transkriptase (400 Einheiten) hinzugegeben. 
Im Thermocycler (Biometra) folgt die Transkription der RNA zu cDNA bei folgendem 
Temperaturprofil: Inkubation für 5 min bei 25 °C gefolgt von 50 min bei 42 °C. Zum Schluss 
erfolgt eine Erhöhung der Temperatur für 15 min auf 72 °C zur Inaktivierung der reversen 
Transkriptase. Die transkribierte cDNA kann bei -20 °C gelagert werden. 
 
6.3.6 cDNA-Synthese aus bakterieller mRNA 
Bakterielle RNA wird mit dem High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(ThermoFisher) zu cDNA transkribiert. Dafür werden 500 ng RNA mit RNase-freiem Wasser 
auf ein Volumen von 10 µl verdünnt und 10 µl Mastermix hinzugegeben. Dieser besteht aus 
 
Abbildung 6.1: Auswertung des Bioanalyzers 2100  
Auswertung zweier bakterieller RNA-Proben. Die eine Probe enthält intakte RNA mit einem RIN-Wert von 
9,9, die andere Probe ist stark degradiert und hat einen RIN-Wert von 1,7. Links sind die dazugehörigen 




2 µl 10x RT Puffer, 0,8 µl 25x dNTP Mix (100 mM), 2 µl 10x RT Random Primer, 1 µl 
MultiScribe Reverse Transkriptase und 4,2 µl RNase-freiem Wasser. Die Umschreibung der 
RNA zu cDNA erfolgt dann in einer einstufigen PCR. Zuerst wird der PCR-Ansatz für 10 min 
bei 25 °C im inkubiert, anschließend für 120 min bei 37 °C. Die reverse Transkriptase wird im 
letzten Schritt durch eine 5-minütige Inkubation bei 85 °C inaktiviert. Die transkribierte cDNA 
kann bei -20 °C gelagert werden. 
 
6.3.7 DNA-Extraktion aus bakteriellen Zellen 
Zur Etablierung des Microarrays (6.3.10) wird intakte hochmolekulare genomische DNA 
benötigt. Zur Extraktion hochmolekularer DNA wird eine besonders schonende Phenol-
Chloroform-Extraktionsmethode genutzt. Dafür werden 50 ml Übernachtkulturen geerntet und 
mit AK-I Puffer gewaschen (5.000 rpm, 5 min). Nachfolgend werden die bakteriellen Zellen 
bei -20 °C für mindestens eine Stunde eingefroren, anschließend in 1 ml AK I Puffer 
resuspendiert und 30 mg/ml Lysozym hinzugegeben. Diese Suspension wird für 30-60 min bei 
37 °C inkubiert. Danach wird zur Inhibition der freigesetzten DNasen 240 µl 0,5 M EDTA 
(pH 8) hinzugegeben. Proteine werden mittels 20 µl Proteinase K (10 mg/ml) bei 37 °C für 
10 min abgebaut. Zur Probe werden 140 µl 10 %-iges SDS gegeben, vorsichtig gemischt und 
für 1-2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Es folgt die Zugabe von 2,4 ml neutralem Phenol-
Chlorophorm-Isoamylalkohol (25:24:1) und eine Mischung der Probe für 15 min. Diese wird 
anschließend für 15 min bei 4000 × g zentrifugiert und die Oberphase in ein neues 
Zentrifugationsröhrchen überführt. Zu der Oberphase werden 1,2 ml Chlorophorm-
Isoamylalkohol hinzugegeben. Die Oberphase wird erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wird so 
lange wiederholt bis kein Phenolgeruch mehr zu vernehmen ist. In der Probe vorliegende RNA 
wird mit 40 µl RNase A (10 mg/ml) innerhalb einer 30-minütigen Inkubation bei 37 °C verdaut. 
Es folgt die Zugabe von 375 µl 5 M NaCl-Lösung sowie 618 µl PEG6000 (39 % w/v in 
Wasser). Die ausgefallene DNA wird mit einer sterilen Pasteurpipette aufgewickelt und jeweils 
eine Minute in 70 %-igem Ethanol, in absolutem Ethanol und noch einmal in 70 %-igem 
Ethanol gehalten. Die DNA wird dann für 3-5 min an der Luft getrocknet, in 100 µl TE Puffer 
(10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,5) eingetaucht und vorsichtig von der Pasteurpipette 
abgewickelt. Über Nacht kann die DNA im TE-Puffer quellen und sich lösen. Die DNA kann 
frühestens am nächsten Tag mittels des Nanodrop 2000 quantifiziert (6.3.3) werden. Die 





6.3.8 Agarose-Gelelektrophorese zur Analyse genomischer DNA sowie PCR-Produkten 
Bei der Agarose-Gelelektrophorese wird DNA auf Agarose-Gele aufgetragen und 
elektrophoretisch aufgetrennt. Dies dient der qualitativen Bestimmung genomischer DNA und 
der Überprüfung von PCR-Produkten. Zur Herstellung von Agarose-Gelen wird Agarose in 
0,5 × TBE-Puffer gekocht und mit Ethidiumbromid (5 µl 0,1 %-iges Ethidiumbromid auf 
100 ml) versetzt. Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsäuren und fluoresziert bei Anregung 
mit Licht im UV-Bereich. Die Reaktionsansätze werden im Verhältnis 1:5 mit Proben-
Auftragspuffer vermischt und in die Geltaschen des Agarosegels aufgetragen. Die Auftrennung 
erfolgt bei einer Spannung von 100 V und einem Strom von 100 mA, der für 42 min angelegt 
wird. Die negative DNA migriert aufgrund der angelegten Spannung zur Anode. Die 
Auftrennung der DNA im Gel kann durch einen UV-Transilluminator detektiert und 
dokumentiert werden. Zur Größenermittlung wird der GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder DNA-
Längenstandard oder 50 bp DNA Ladder DNA-Längenstandard der Firma Fermentas 
verwendet. 
 
6.3.9 Relative quantitative Real-time PCR 
Die Real-time PCR dient der relativen Quantifizierung von Genexpressionen. Diese werden 
mittels des LightCycler 480 SYBR Green I Master-Kits am LightCycler 480 II der Firma Roche 
durchgeführt. Der Farbstoff SYBR Green lagert sich in die kleine Furche doppelsträngiger 
DNA ein, wodurch ein fluoreszierender Farbstoff-Komplex gebildet wird. Der gebildete DNA- 
Fluoreszenzfarbstoff-Komplex wird bei einer Wellenlänge von λ = 480 nm angeregt und 
emittiert Licht mit einer Wellenlänge von λ = 521 nm. Die Fluoreszenzintensität ist dabei direkt 
proportional zur Konzentration der doppelsträngigen DNA. Die Zyklenanzahl, bei der ein 
Schwellenwert überschritten wird und die Amplifikation in die exponentielle Phase übergeht, 
wird Ct (Cycle Threshold)-Wert oder Cp (Crossing Point)-Wert genannt. Eine Schmelzkurve 
am Ende der Amplifikation dient zur Kontrolle des Amplifikats.  
Der Reaktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen: 
 
Light Cycler 480 SYBR GreenI Master 5,00 µl 
Wasser 2,00 µl 
Forward-Primer (20 µM) 0,25 µl 
Reverse-Primer (20 µM) 0,25 µl 








PCR-Temperaturprofil zur relativen Quantifizierung von Genexpressionen: 
        45 ×        
Denaturierung Denaturierung Annealing Elongation Schmelzkurve 
95 °C 95 °C TAN 72 °C 60 °C 60  95°C 95 °C 30 °C 
120 s 10 s 15 s 20 s 15 s 15 min 15 s 10 s 
 
Die Effizienzen für die verwendeten Primer-Systeme können der Fehler! Verweisquelle 
konnte nicht gefunden werden. und der Tabelle 7.4 entnommen werden. Die ideale Effizienz 
eines Primerpaares liegt bei 2, so dass bei jedem Zyklus die DNA-Menge verdoppelt wird. Die 
reale Effizienz liegt meist etwas unter diesem Wert. Die Auswertung der Real-time PCR erfolgt 
relativ zur Quantifizierung der Referenzgene. Dabei handelt es sich um Gene, die durch eine 
nicht regulierte und somit gleichbleibende Genexpression charakterisiert sind. Die geeignetsten 
Referenzgene werden mittels GenNorm ermittelt (Vandesompele et al., 2002). Die 
Genexpression des zu untersuchenden Zielgens wird mit Hilfe der ΔΔCt-Methode berechnet 
(Vandesompele et al., 2002). Die relative Expression (R) wird durch folgende Formel bestimmt 
(MW = Mittelwert): 
R=
(E Zielgen)∆Ct  Zielgen (MW Kontrolle - MW Behandlung)
(E Referenzgen)∆Ct Referenzgen (MW Kontrolle - MW Behandlung) 
 
 
6.3.10 Microarray Entwicklung 
Die Microarray-Entwicklung zur Genexpressions-Analyse von S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus erfolgte in Zusammenarbeit mit der Firma OakLabs (Hennigsdorf). Die 
Microarrays werden von Agilent mit Hilfe der Inkjet Technology hergestellt. Zunächst wird ein 
Microarray im XL-Design (8×60K Design) entwickelt. Dafür wird die vollständig 
sequenzierten Genome dieser vier S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämme verwendet: 
DSM 16831, BAA-2069, UCN 34 und ATCC 43143. Auf dem XL-Array repräsentieren bis zu 
20 verschiedene Oligonukleotide (60-mere) jedes einzelne Gen der S. gallolyticus subsp. 
gallolyticus Stämme. Die verschiedenen Oligonukleotide des Microarrays werden dafür 
genutzt, die am besten bindenden Oligonukleotide zu finden. Hierfür werden verschiedene 
RNA-Proben und DNA-Proben für die Untersuchung der Hybridisierung verwendet.  
Von den insgesamt fünf verschiedenen S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stämmen 
(DSM 16831, BAA-2069, LMG 17956, UCN 34 und ATCC 43143) wurde reine Bakterien-




bakteriellen und humanen Zellen bestehen, unter folgenden Bedingungen (37 °C) isoliert und 
gepoolt: 
Reine bakterielle RNA-Probe: 
Übernachtkultur in BHI 
Kultur in exponentieller Phase in BHI (2,5 h) 
Kultur in RPMI+FBS (6 h) 
Übernachtkultur in SBHI 
Kultur in exponentieller Phase in SBHI (2,5 h) 
Kultur in Wasser (1 d) 
Kultur in TS-Medium (pH 5; 1 d) 
An Kollagen adhärente Bakterien in BHI (2 h) 
An Fibronektin adhärente Bakterien in BHI (2 h) 
Misch-RNA (bakterielle und humane)-Probe: 
Inkubation nach Phagozytose durch Makrophagen (5 h) 
Kultivierung mit Monozyten und Endothelzellen (EAhy926) (6 h) 
Inkubation in humanem Vollblut (6 h) 
 
Die RNA-Proben sollten mindestens einen RIN-Wert von 6 (Bioanalyzer-Analyse 5.3.4) 
aufweisen. Außerdem sollten die OD 260/280- und OD 260/230-Quotienten in der Nanodrop-
Analyse größer als 1,8 sein. Zusätzlich wird von allen fünf Stämmen die genomische DNA 
(mind. 1,5 µg, um 100 ng/µl) isoliert (6.3.7), um die Hybridisierung an Oligonukleotide nicht-
exprimierter Gene zu erfassen. Die verschiedenen Proben werden mit Cy3 oder Cy5 markiert. 
Danach wird eine Zwei-Farben-Hybridisierung durchgeführt (Abbildung 6.2). Für jedes Gen 
wird ein Diagramm erstellt, in dem die Fluoreszenzintensitäten nach Hybridisierung mit 






Abbildung 6.2: Fluoreszenzsignale eines Arrays nach Hybrdisierung von RNA- und DNA-Proben 
In Grün sind die Spots dargestellt, an denen gepoolte RNA aus Reinkulturen (Cy3-markiert) hybridisiert ist. 
In Rot sind die Spots gezeigt, an deren Oligonukleotide RNA aus Kokulturen (Cy5-markiert) hybridisiert 







Abbildung 6.3 Signalstärken nach Hybridisierung von verschiedenen Proben an verschiedene 
Oligonukleotide, die ein Gen repräsentieren 
Dargestellt sind die Fluoreszenzintensitäten nach Hybridisierung verschiedener RNA- und DNA-Proben an 
Oligonukleotide, die zwei verschiedene Gene repräsentieren. In der Abbildung A sind die 
Fluoreszenzintensitäten nach Hybridisierung von Nukleinsäure an das Gen NC_017576.1, dargestellt. In der 
Abbildung B sind die Fluoreszenzintensitäten nach Hybridisierung von Nukleinsäuren an Oligonukleotide die 
das nicht-exprimierte Gen NC_013798.1 repräsentieren. Die linke y-Achse skaliert die Fluoreszenintensität 
nach Hybridisierung von RNA-Proben (rote Balken), die rechte y-Achse skaliert die Fluorenszenzintensität 
nach Hybridisierung von DNA-Proben (grüne Balken). In grau hinterlegt sind die Oligonukleotide, die am 
besten geeignet sind für Microarray-Analysen. Rein = RNA-Reinkultur; Ko = RNA-KoKultur; 




Die Auswertung der XL-Array-Analyse führt zur Entwicklung eines Arrays im 8x15K Design, 
auf dem 2-3 Oligonukleotide pro Gen vorhanden sind. Dieser enthält final 10.607 verschiedene 
Oligonukleotide, die insgesamt 4.382 Gene repräsentieren. Davon sind allein 1.326 Sequenzen 
spezifisch für den S. gallolyticus subsp. gallolyticus Stamm DSM 16831. Alle Gene, außer 
denen, die spezifisch für die Stämme DSM 16831 (1326 Gene), UCN 34 (475 Gene) oder 
ATCC 43143 (292 Gene) sind, wurden nach dem Genom von BAA-2069 (2270 Gene) 
annotiert. Die Daten des Microarrays sind bei Gene Expression Omnibus (GEO) von NCBI 
unter der Nummer GPL23196 (Agilent-072445 ArrayXS_S.gallolyticus_01-2015) hinterlegt. 
 
6.3.11 Proben-Prozessierung und Micorarray-Hybridisierung 
6.3.11.1 cDNA-Synthese 
Die Markierung von RNA erfolgte mit dem Low Input Quick Amp WT Labeling Kit von Agilent 
für eine One-Color Microarray-based Gene Expression Analysis. Dafür werden 50 ng RNA 
aus Reinkulturen eingesetzt oder 75 ng gemischte RNA aus humanen und bakteriellen Zellen. 
Zusätzlich wird die Probe mit RNA aus dem Spike-in-Mix als Kontrolle versetzt. Dafür wird 
der Spike-in-Mix für 5 min auf 37 °C aufgewärmt, gevortext und anschließend seriell so 
verdünnt, dass 20 ng in 2 µl RNase-freiem Wasser vorliegen. Als erster Schritt wird die RNA 
in cDNA transkribiert. Dafür werden 1 µl WT-Primer, 2 µl verdünnter Spike-in-Mix und 2,5 µl 
verdünnte RNA-Probe in ein PCR-Reaktionsgefäß pipettiert, für 10 min bei 65 °C inkubiert 
und die Proben für mindestens 5 min auf Eis gehalten. Nachfolgend wird der cDNA Master 
Mix vorbereitet. Dieser besteht aus folgenden Komponenten: 
 
5x First Strand Buffer 2,00 µl 
0,1 M DTT 1,00 µl 
10 mM dNTP Mix 0,50 µl 
Affinity Script RNase Block Mix 1,20 µl 
 
10 µl dieses Mastermixes wird zu der Probe gegeben. Dann erfolgt die cDNA-Synthese im 
Thermocyler (Biometra). Zunächst werden die Proben für 120 min bei 40 °C, dann bei 70 °C 
für 15 min inkubiert und abschließend auf Eis gehalten. Durch die WT-Primer liegt die T7 









Bei der cRNA-Synthese wird die RNA mit Cy3-CTP markiert. Dafür wird der CyeDye-Mix 
wie folgt zusammenpipettiert: 
Wasser 0,75 µl 
5x Transcription Buffer 3,20 µl 
0,1 M DTT 0,60 µl 
NTP Mix 1,00 µl 
T7 RNA Polymerase Blend 0,21 µl 
Cyanine 3-CTP 0,24 µl 
 
Die cRNA-Synthese erfolgt dann bei 40 °C für 120 min im Thermocycler (Biometra) mit 
anschließender Inkubation auf Eis. 
 
6.3.11.3 cRNA-Aufreinigung 
Die Aufreinigung der cRNA erfolgt mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen. Die cRNA-Proben 
werden mit 84 µl Wasser verdünnt, so dass insgesamt ein Volumen von 100 µl vorhanden ist. 
Diese wird dann weiter mit 350 µl RLT Puffer sowie 250 µl reinstem Ethanol gut vermischt. 
Das gesamte Gemisch wird auf die Säule gegeben und die RNA durch Zentrifugation bei 4 °C, 
30 s und 13.000 rpm an die Säule gebunden. Der Durchfluss wird verworfen, die Säule mit 
500 µl RPE Puffer gewaschen und bei 13.000 rpm, 4 °C für 30 s zentrifugiert. Dieser Schritt 
wird mit verlängerter Zentrifugation (1 min) wiederholt. Die cRNA wird mit 30 µl RNase-
freiem Wasser nach einminütiger Inkubation bei Raumtemperatur durch Zentrifugation (4 °C, 
30 s, 13.000 rpm) eluiert. Das Eluat wird auf Eis gelagert. Mit dem Nanodrop 2000 wird die 
RNA quantifiziert sowie die Qualität überprüft (6.3.11.4). 
 
6.3.11.4 Überprüfung der cRNA mittels Nanodrop 2000 
Mit Hilfe des Nanodrops kann die cRNA quantifiziert werden. Außerdem lässt sich die Qualität 
der cRNA überprüfen. Dafür wird die Microarray Messung genutzt, bei der RNA-40 als 
Probentyp und Cy3 als Marker eingestellt wird. Es werden 2 µl cRNA-Probe eingesetzt. Die 
Software berechnet dann die cRNA-Konzentration und das Verhältnis zwischen dem Cy3-
Marker und der cRNA-Konzentration (pmol Cy3 pro µg cRNA). Es sollte wenigstens 0,825 µg 







Für die Hybridisierung werden 600 ng RNA aus Reinkulturen oder 900 ng aus Mischkulturen 
(humane Zellen und Bakterien) eingesetzt. Dafür wird der Fragmentierungs-Mastermix wie 
folgt zusammengesetzt: 
 
10x Genexpressions Blockierungsreagenz 5,00 µl 
25x Fragmentierungspuffer 1,00 µl 
cRNA Cy3 x µl (600 ng) 
Wasser add 25,00 µl  
 
Die Fragmentierung der RNA findet bei 60 °C für 30 min statt. Nach der Fragmentierung 
werden 25 µl Hi-RPM Hybridisierungspuffer zu den Proben gegeben und für 1 min bei RT und 
13.000 rpm zentrifugiert. Die Proben können anschließend auf die Gasket slides, die in einer 
SureHyb Hybridisierungskammer liegen, von links oben nach rechts unten aufgetragen werden. 
Um die Bildung kleiner Blasen zu vermeiden, wird revers pipettiert. Auf das Gasket slide 
werden dann die Microarrays mit der Agilent-Seite nach unten gelegt und die 
Hybridisierungskammer zugedreht. Bevor die Kammern in den Hybridisierungsofen (Agilent) 
eingespannt werden, wird überprüft, ob sich die großen Blasen im Gasket slide frei bewegen 
können. Die Hybridisierung von RNA aus Reinkultur findet bei 65 °C für 17 h statt. Bei RNA 
aus Mischkulturen wird die Hybridisierung auf 38 h verlängert.  
 
6.3.11.6 Waschen des Microarrays und Stabilisierung der Hybridisierung 
Nach der Hybridisierung wird die Hybridisierungskammer aufgeschraubt und der Microarray 
mit dem Gasket slide entnommen und in ein 50 ml-Zentrifugationsröhrchen mit Wasch Puffer 
I (inkl. Triton X-102) gegeben. Im Wasch Puffer I kann der Microarray vorsichtig mit einer 
Plastikpipette vom Gasket slide entfernt werden. Der Gasket slide kann danach verworfen 
werden und der Microarray wird in ein neues Zentrifugationsröhrchen mit Wasch Puffer I 
gegeben. Das Zentrifugationsröhrchen wird vorsichtig für 1 min geschwenkt und der 
Microarray in ein neues Zentrifugationsröhrchen mit Wasch Puffer II (inkl. Triton X-102, über 
Nacht bei 37 °C aufgewärmt) gegeben. Das Zentrifugationsröhrchen wird wieder für 1 min 
geschwenkt. Danach wird der Microarray in ein weiteres Zentrifugationsröhrchen mit 
Acetonitril gegeben und für 1 min inkubiert. Es folgt eine einminütige Inkubation in der 
Stabilisierungs- und Trocknungslösung von Agilent. Der Microarray wird vorsichtig und 
langsam entnommen, um Waschartefakte zu vermeiden. Für den Transport wird der 
gewaschene Microarray in ein mit gasförmigen Stickstoff gefülltes 50 ml-




vermeiden. Die Microarrays wurden mit dem hochauflösendem Agilent Microarray Scanner 
G2565CA mit einer Auflösung von 5 µm gescannt. Die Ermittlung der Fluoreszenzintensitäten 
pro Spot erfolgte mit der Feature Extraction Software (Agilent).  
 
6.3.12 Bestimmung der IL-6-Konzentration mittels ELISA 
Die Interleukin 6-Konzentration wird in Zellkultur-Überständen mit Hilfe des Human IL-6 
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Kits bestimmt. Die Bestimmung wird mittels 
Biotin-markierter Antikörper, die an IL-6 binden ermöglicht, das wiederum 
Meerrettichperoxidase-gekoppeltes (HRP) Streptavidin binden kann. Das chromogene Substrat 
3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin (TMB) ist ein Redoxindikator und färbt sich durch das 
Wasserstoffperoxid blaugrün. Diese Reaktion wird durch HRP katalysiert und ist direkt 
proportional zur IL-6-Konzentration. Die Reaktion zur Bestimmung der IL-6-Konzentration 
findet in 96-Kavitäten-Platten statt, die mit IL-6-Antikörpern beschichtet sind. Zunächst 
werden 50 µl Antikörper-Reagenz (biotinyliert) in jede Kavität gegeben. Mittels einer IL-6-
Standardreihe kann die genaue IL-6 Konzentration bestimmt werden. Dafür werden 50 µl 
Standardlösung (0 pg/ml; 10,24 pg/ml; 25,6 pg/ml; 160 pg/ml; 400 pg/ml in RPMI+FBS+AB) 
sowie die Proben in Doppelbestimmung in die mit Antikörpern vorgelegten Kavitäten gegeben. 
Anschließend wird dies für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die Platte 
dreimal mit Waschpuffer gewaschen. In die einzelnen Kavitäten werden dann 100 µl 
Streptavidin-HRP-Lösung (30 µl Streptavidin-HRP-Konzentrat in 12 ml Streptavidin-HRP-
Verdünnungspuffer) pipettiert und für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die 
Platte dreimal gewaschen und 100 µl TMB-Substratlösung in die Kavitäten gegeben. Die 
nachfolgende 30-minütige Inkubation erfolgt im Dunkeln und die Reaktion wird mit 100 µl 
Stopp-Lösung pro Kavität beendet. Die optische Dichte wird am Mikroplatten-Leser bestimmt. 
Die Absorption wird bei λ = 450 nm gemessen. Zur optischen Korrektur wird zusätzlich die 
Absorption bei λ = 550 nm gemessen und von den Werten der OD450 subtrahiert. Durch die 
Eichgerade, die mithilfe der Standardreihe erstellt werden kann, können die IL-6-
Konzentrationen der Proben berechnet werden. 
 
6.3.13 In vitro-Zytotoxizitäts-Test 
Mittels Laktatdehydrogenase (LDH) kann der Zelltod nach verschiedener Behandlung von 
Zellen quantifiziert werden. LDH ist ein zytosolisches Enzym, das in vielen verschiedenen 
Zelltypen vorhanden ist und durch die Lyse der Zelle freigesetzt wird. Mittels des Pierce LDH 
Assay Kits (ThermoFisher) kann die extrazelluläre LDH-Konzentration über eine enzymatische 




Pyruvat indem NAD+ zu NADH reduziert wird. Die Diaphorase reduziert Tetrazoliumsalz 
mittels NADH zu einem roten Formazanprodukt, das photometrisch detektiert werden kann. 
Für die LDH-Bestimmung wird ein Phagozytose-Assay, wie im Kapitel 6.2.8 beschrieben, in 
96-Kavitäten-Platten durchgeführt. Die Zugabe von Lysispuffer 15 min vor dem eigentlichen 
Zeitwert (5 h), simuliert die Maximalzytoxizität. Die Zugabe von 10 µl Wasser dient der 
Stimulation einer spontanen Lyse und wird als Negativkontrolle eingesetzt. Die Funktionalität 
der Reagenzien wird durch die LDH Positivkontrolle des Kits überprüft. Nach 5 h wird der 
Überstand von allen Kavitäten abgenommen und in eine neue 96-Kavitäten-Platte überführt. 
Anschließend wird 50 µl Reaktionsmix (0,6 ml Assay Puffer in 11,4 ml Substratmix) zu den 
Überständen gegeben. Nach einer 30-minütigen Inkubation im Dunkeln werden 50 µl Stopp-
Lösung zu jeder Probe hinzugegeben. Die Proben werden gut gemischt. Nach Entfernung aller 
Blasen wird die Absorption bei λ = 490 nm gemessen. Messwerte des instrumentellen 
Hintergrunds (Absorption bei λ = 680 nm) werden von der OD490 subtrahiert. Außerdem wird 
die Absorption vom Medium-bedingten Hintergrund (RPMI+FBS+AB mit Reaktionsmix und 
Stopp-Lösung) von allen anderen Werten abgezogen. Die Zytotoxizität wird folgendermaßen 
berechnet: 
Zytotoxizität (%) = 
Absorptionswert - spontane Zytotoxizität
Maximalzytotoxizität - spontane Zytotoxizität
*100 
 
6.3.14 DCFH-DA Assay 
Intrazellulär vorliegende reaktive Sauerstoffspezies (ROS) können mit Hilfe des Reagenzs 
Dichlorofluorescin-Diacetat (DCFH-DA) erfasst werden. DCFH-DA diffundiert durch die 
Zellmembran und wird von intrazellulären Esterasen zu DCFH hydrolisiert. Durch ROS wird 
DCFH oxidiert. Oxidiertes DCFH kann durch Licht mit λ = 488 nm angeregt werden und 
emittiert Licht mit einer Wellenlänge von λ = 525 nm. Das ermittelte Fluoreszenzsignal ist 
direkt proportional zur ROS-Konzentration.  
Für die relative ROS-Quantifizierung wird der Phagozytose-Assay, wie in 6.2.8 beschrieben, 
mit folgenden Ausnahmen durchgeführt: Bevor die Bakterien zu den Makrophagen gegeben 
werden, werden diese für 30 min bei 37 °C mit 5 µM DCFH-DA im Medium (RPMI+FBS) 
inkubiert, so dass das Reagenz in die Zellen gelangen kann. Anschließend werden die 
Makrophagen zweimal mit DPBS gewaschen, um extrazelluläres DCFH-DA zu entfernen. Um 
Fluoreszenzsignale durch BHI zu vermeiden, werden die bakteriellen Übernachtkulturen mit 
DPBS gewaschen und in RPMI+FCS resuspendiert. Anschließend wird der Phagozytose-Assay 
durchgeführt. Als Positivkontrolle werden 1 mM H2O2 anstatt einer Bakteriensuspension zu den 




die Emission des oxidierten DCFH am Mikroplatten-Leser gemessen. Als Negativkontrolle 
dient die Emission von Kavitäten mit Makrophagen ohne Bakterien-Zugabe.  
 
6.4 Statistische Analysen 
Microarray-Analysen werden mittels DirectArray ausgewertet. Zunächst werden die Daten 
normalisiert. Hierfür wird der Mittelwert der Signalintensitäten von den Replikaten gebildet. 
Die Signalintensitäten werden dann nach Bolstad et al. quantil normalisiert, um die Varianz 
zwischen zwei Arrays zu reduzieren (Bolstad et al., 2003). Die Signalintensitäten zwischen den 
Replikaten werden miteinander verglichen und Unterschiede in Intensitäten zu log2-Werten für 
jedes Gen berechnet. Zusätzlich wird die statistische Signifikanz für jeden log2-Wert mittels 
eines two-sample Welch’s t-Tests berechnet. Als reguliert werden nur Gene betrachtet, deren 
log2-Werte unter -1 oder über +1 liegen. Statistisch signifikant sind p-Werte kleiner als 0,05. 
Um signifikante Unterschiede zwischen zwei Bedingungen und Stämme zu ermitteln, wird der 







Tabelle 7.1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstämme 
Spezies Stamm Isolationsquelle Herkunft 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Klinisches Isolat ATCC 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus DSM 16831 Koala Fäkalien DSMZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus BAA-2069 Human, Endokarditispatient ATCC 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus LMG 17956 Kalb LMG 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus UCN 34 Human, Endokarditispatient ATCC 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus ATCC 43143 Human, Endokarditispatient ATCC 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus LMG 15572 Ziege LMG 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus LMG 14621 Rind LMG 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus LMG 14621 Taube LMG 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus HDZ 1029 Pute HDZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus HDZ 1250 Huhn HDZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus LMG 16005 Rind LMG 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus LMG 15053 Kuh, Mastitis LMG 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus LMG 15049 Kuh, Mastitis LMG 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus LMG 14879 Taube LMG 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus HDZ 1323 Human, Stuhl HDZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus HDZ 1330 Human, Stuhl HDZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus HDZ 1332 Human, Stuhl HDZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat 52 F2 Human, Stuhl HDZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat 52 G9 Human, Stuhl HDZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus 904 Human, Endokarditispatient Korea 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat 021702/06 Human, Endokarditispatient HDZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus AC 1181 Human, Endokarditispatient RTWH 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus HDZ 1140 Human, Endokarditispatient HDZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus Isolat 005950/03 Human, Endokarditispatient HDZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus S91/1/16 Rind HDZ 
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus S87/1/16 Rind HDZ 
DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; LMG: Laboratorium für 
Mikrobiologie, Universität Gent; ATCC: American Type Culture Collection; HDZ: Herz- und Diabeteszentrum 
NRW; RTWH: Rheinisch-Westfälische Technische Hochschule Aachen; AC:  
 
7.2 Humane Zelllinie 
Tabelle 7.2: In dieser Arbeit verwendete Zelllinie 
Zelllinie Herkunft Referenz 





7.3 Medien für die Anzucht von Bakterien 
Brain Heart Infusion-Agar (Oxoid) 47 g Medium, add. 1 l H2O bidest., autoklavieren, in 
Petrischalen gießen und bei 4 °C lagern 
Brain Heart Infusion Broth (Oxoid) 37 g Medium, add. 1 l H2O bidest., autoklavieren und 
bei 4 °C lagern 
Trypton-Soja (TS)-Agar (Oxoid) 40 g Medium, add. 1 l H2O bidest., autoklavieren, in 
Petrischalen gießen und bei 4 °C lagern 
 
7.4 Medien für die Zellkultur 
Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B (AB) PAN Biotech, Aidenbach 
Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (DPBS) Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 
Fötales Kälberserum (FBS) PAN Biotech, Aidenbach 
Gentamycin Sigma-Aldrich, Steinheim 
RPMI-1640 Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin-EDTA-Lösung (10 x) GE Healthcare, München 
 
7.5 Chemikalien und Reagenzien 
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Sigma-Aldrich, Steinheim 
2,7-Dichlorofluorescin-Diacetat (DCFH-DA) Sigma-Aldrich, Steinhein 
4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Acetonitril Roth, Karlsruhe 
Biocoll Merck, Darmstadt 
Bovines Serum Albumin (BSA) Thermo Scientific, Waltham, USA 
Chloroform-Isoamylalkohol Roth, Karlsruhe 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim 
dNTPs Thermo Scientific, Waltham, USA 
Ethanol 99,9 % Merck, Darmstadt 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Fluorescein Isothiocyanat (FITC) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Formaldehyd Merck, Darmstadt 
Immersionsöl 518N Zeiss, Peine 
Kollagen Typ I (human, Plazenta) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kristallviolett  Merck, Darmstadt 
LysoTracker Red DND-99 Thermo Scientific, Waltham, USA 
Oligo dT-Primer Biomers, Ulm 
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) Roth, Karlsruhe 




Roti-Mount FluorCare Roth, Karlsruhe 
Saponin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Streptavidin-AlexaFluor 546 Thermo Scientific, Waltham, USA 
Sulfo-NHS-LC-Biotin Thermo Scientific, Waltham, USA 
Trypanblau-Lösung Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tween 20 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Wasser (Aqua B. Braun) Braun, Melsungen 
Wasser für Injektionszwecke Fresenius Kabi, Bad Homburg 
Wasserstoffperoxid 30 %, stabilisiert Roth, Karlsruhe 
 
7.6 Lösungen und Puffer 
AK I Puffer 6,7 % Sucrose 
50 mM Tris-HCl (pH 8) 
1 mM EDTA 




5 % FBS 
in DPBS 
 
Block-Lösung (Kollagen Assay) 
 
1 % BSA 





BD Biosciences, San José, USA 




4 % Paraformaldehyd 




0,5 % BSA 
2 mM EDTA 
in DPBS 
 
Waschpuffer I inkl. 0,005 % Triton X-102 
 
Agilent 





7.7 Proteine und Zytokine 
DNase I VWR, Erlangen 
Interferon-γ Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
Lysozym aus Hühnereiweiß Sigma-Aldrich, Steinheim 
M-CSF Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
Proteinase K Sigma-Aldrich, Steinheim 
RNase A Sigma-Aldrich, Steinheim 
 
7.8 Antikörper 
CD3-APC T-Zellen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
CD14-FITC Monozyten Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
CD19-PE B-Zellen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
CD68-PE Monozyten/Makrophagen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
CD163-FITC Monozyten/Makrophagen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
CD206-APC Makrophagen/dendritische Zellen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
 
7.9 Geräte 
aCOLyte 3 (Colony Counter) Synbiosis, Cambridge, UK 
Agilent Microarray Scanner G2565CA Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
Analysenwaage Sartorius AG, Göttingen 
Autoklav Tecnoma, Fernwald 
Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
Brutschrank Memmert GmbH&Co.KG, Schwabach 
CB 210 CO2-Brutschrank Binder, Tuttlingen 
FACS Canto II BD Biosciences, San José, USA 
Gelelektrophoresekammer Bio-Rad Laboratories 
Gradient Cycler TGradient 96 Biometra GmbH, Langenhagen 
Hybridisierungsofen Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
Inkubator Unimax 1000 mit Schüttler 1010 Heidolph, Schwabach 
JuLI Br Live Cell Analyzer Peqlab, Erlangen 
Kolbenhubpipetten, verschiedene Größen Eppendorf, Hamburg 
Landgraf Thermocycler Various  Laborsysteme GmbH, Langenhagen 




Magnetrührer IKA Labortechnik, Staufen 
Mikrowelle AEG, Dormagen 
Multipipette Eppendorf, Hamburg 
NanoDrop 2000 Thermo Scientific, Waltham, USA 
Nikon Eclipse TE2000-S Nikon Instruments, Düsseldorf 
Nikon's Digital Sight DS-U3 Nikon Instruments, Düsseldorf 
Sicherheitswerkbank Wesco, Wettingen, Schweiz 
Stickstofftank 500 series MVE, Cleveland, USA 
Infinite M200pro Tecan, Crailsheim 
Tisch-pH-Meter FiveEasy Plus  Roth, Karlsruhe 
Zentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge G-10, Rotor 11160 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Zentrifuge Rotanta 460S, 380R Hettich Lab Technology, Tuttlingen 
Wasserbad  
 
7.10 Größenstandards für die Agarose-Gelelektrophorese 
 
Abbildung 7.1: Verwendete Größenmarker für die Agarose-Gelelektrophorese 
Links: 1 kb-DNA Längenstandard von Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, USA),  










Tabelle 7.3: Oligonukleotide zur relativen Quantifizierung von humaner mRNA 
Protein (Gen) TAN E 
5′–3′ sequence: Forward 
                           Reverse 
Ribosomal protein L13 (RPL13A) 63°C 2,0 
CGGAAGGTGGTGGTCGTA 
CTCGGGAAGGGTTGGTGT 
Hydroxymethylbilane synthase (HMBS) 63°C 2,0 
CTGCCAGAGAAGAGTGTG 
AGCTGTTGCCAGGATGAT 





Interleukin-1β (IL-1B) 63°C 1,9 
ACAGATGAAGTGCTCCTTCCA 
GTCGGAGATTCGTAGCTGGAT 
Interleukin-6 (IL-6) 63°C 1,9 
ACAGCCACTCACCTCTTCAG 
GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC 




Tabelle 7.4: Oligonukleotide zur relativen Quantifizierung von S. gallolyticus subsp. gallolyticus-mRNA; 
TAN = Annealing Temperatur; E = Effizienz 
Protein (Gen) TAN E 
5′–3′ sequence: Forward 
                           Reverse 
1,4-alpha-glucan branching enzyme (glgB) 65°C 1,8 
CAGGACGATTACGGAAAC 
GTTTGCGTGAAGTGCTTG 








23S ribosomal RNA (23S) 65°C 2,0 
CTKCCAAGAAAAGCYTCT 
CATTTTGCCDAGTTCCTT 
50S ribosomal protein L1 (rplA) 65°C 1,6 
CGATAGCCATCATGTCTG 
GCGTAGAAGAAGCTGTAG 





Alanyl-tRNA synthetase (alaS) 65°C 2,0 
GCTGCTACGCTTAAAGTC 
GTTGTCCGCAAATGTACG 
Autolysin (SGGBAA_c13580) 65°C 2,0 
ATCGTCCTGCCCTTTATC 
CGGTTTCAGTTGCCAATC 
Bifunctional N-acetylglucosamine-1-phosphate (gcaD) 65°C 1,8 
TGAATCTGGGCGAACATGG 
ACTTGCGACAGCAGAAGAC 
Carbonic anhydrase (SGGBAA-c20810) 65°C 1,9 
TCAGCTTGAGGCAGAGCTAC 
GCGGACGGCAAACAGATT 
Competence damage-inducible protein A (cinA) 65°C 1,8 
GCTTCGCCCACCTATAAC 
GTTGCAGGACCAGATAGC 
Conjugal transfer protein TraG (traG) 65°C 1,9 
GCTGCTACGCTTAAAGTC 
GTTGTCCGCAAATGTACG 
D-alanine carrier protein (dltC) 65°C 1,8 
AGCATGGCAAAGTTCCTC 
ACGGTGGAACTCATTGTG 





D-alanine transfer from undecaprenol-phosphate to the 




D-alanyl-D-alanine carrier protein ligase (dltA) 65°C 1,8 
GACGGCATCATGTAATCC 
TATCACACGGGTGACTTAGG 






Protein (Gen) TAN E 
5′–3′ sequence: Forward 
                           Reverse 
Exogenous DNA-binding protein (comEA) 65°C 1,7 
ATGCGCAAAGTGACCTACCTG 
CCGCCAAAGTTGCGGTATTAAG 
F0F1 ATP synthase subunit A (atpB) 65°C 1,8 
GCCGATGAACATTCTCGAAG 
TGAGAACCCTGTCCAAAG 
Glucose-1-phosphate adenylyltransferase (glgD) 65°C 1,6 
GACGGAACAGGCAAAGAAG 
CCAGAGCGTTTCAGGTAAG 
Glycogen synthase (glgA) 65°C 1,5 
AAGTAGGATGGCGTCATCAG 
ACGGAATCATGGCAGTATGG 





LrgA protein family (GALLO_0983) 65°C 1,8 
ACAAAACCGATAACGGCAACA 
CCGCCTTAGACACATTGACG 
Microcin immunity protein (mccF) 65°C 2,0 
CCACCAATCGTAGCCAGAATAG 
AGTCACATTCGCGTACTCAG 
Multidrug rsistance protein (norN) 65°C 2,0 
AAGTCAATTGCCGATGGG 
ACCAGCACGCATCATTAG 
NADH oxidase (nox) 65°C 2,0 
CCTTAATTGGCGGGATGATTGG 
CGGTTGTGGTATGGCATTATGG 
Nitrogen regulatory protein PII (gnlB) 65°C 1,9 
TCGTTCTCCTGTCCGAATAC 
CGGCGGTTGATGAAATTGTG 
Nucleoside diphosphate kinase (ndk) 65°C 1,8 
CAAACCAGAGGGCGATTTC 
GAGGTGCTTCACCGTATTG 
Peptidase (GALLO_0591) 65°C 1,9 
AGACTCAAGCTGGCAAGGTAG 
TGTTGGTTTGGCTCCTTCC 
Peroxide resistance protein (dpr) 65°C 1,7 
TGATGGACGGTCTTAACG 
CTTGGAGCATCCAGATTG 
Phosphopentomutase (drm) 65°C 1,7 
AAATCGCAGCACACGAAG 
CATTACGACGGTGACCATAC 
Post-translocation molecular chaperone (prsA1) 65°C 1,9 
TATCGGTGCTGGTGTAAC 
GTGCGCTTGAGAATGATG 
PTS system N-acetylgalactosamine-specific 






Agilent RNA6000 Pico Kit Agilent Technologies, Santa Clara, 
USA 
Gene Expression Hybridisierungskit Agilent Technologies, Santa Clara, 
USA 
High-Capacity cDNA Reverse Transcription  Thermo Scientific, Waltham, USA 
Human IL-6 ELISA Kit Thermo Scientific, Waltham, USA 
Inside Stain Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 
Light Cycler 480 SYBR Green I Master Roche, Basel, Schweiz 
Low Input Quick Amp WT Labeling Kit Agilent Technologies, Santa Clara, 
USA 
NucleoSpin RNA II Machery-Nagel, Düren 




PeqGold Bacterial RNA Kit VWR, Erlangen 
Pierce LDH Assay Kit Thermo Scientific, Waltham, USA 
RNA Spike-in-Kit - eine Farbe Agilent Technologies, Santa Clara, 
USA 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 
Superscript II Reverse Transcriptase Kit Invitrogen, San Diego, USA 
 
7.13 Sonstige Materialien 
6-, 12-, 24- und 96-Kavitäten-Zellkulturplatten Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Deckgläser, quadratisch Roth, Karlsruhe 
Eppendorf Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg 
Gasket slide, 8 HD Arrays/Slide Agilent Technologies, Santa Clara, 
USA 
Glasgefäße Schott, Mainz 
Impfschlingen/-ösen Sarstedt, Nümbrecht 
Kryoröhrchen Viabank Abtek Biologicals, Liverpool, England 
Kryostaten-Röhrchen Roth, Karlsruhe 
Lysing Matrix B MP Biomedicals, Santa Ana, USA 
MACS Multistand Miltenyi Biotec 
MACS Trennsäulen Typ MS Miltenyi Biotec 
Mini-MACS-Magnet Miltenyi Biotec 
Neubauerzählkammer Fleischhacker, Meckenheim 
Objektträger Roth, Karlsruhe 
Parafilm Fleischhacker, Meckenheim 
PCR Reaktionsgefäße 200 μL Sarstedt, Nürnbrecht 
Petrischalen Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 
qPCR Platten (96-Kavitäten), weiß Sarstedt, Nümbrecht 
Sterilfilter Sartorius, Göttingen 
Suspensionszellkulturflaschen Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Zentrifugenröhrchen Falcon, Heidelberg 
 
7.14 Software und Datenbanken 




DirectArray OakLabs, Hennigsdorf 
Feature Extraction Software Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
geNORM http://medgen.ugent.be/~jvd 
esomp/genorm/ 
GraphPad Prism 6 GraphPad Software Inc., USA 
i-Control Software Tecan, Crailsheim 
ImageJ https://imagej.nih.gov/ij/ 
LightCycler 480 Software Roche, Basel, Schweiz 
Nanodrop 2000/2000c Thermo Scientific, Wilmington, USA 
Nikon’s NIS Elements Nikon Instruments, Düsseldorf 
PHAST Zhou et al., 2011 
PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
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BSA Bovines Serumalbumin 
ca. Circa 
cDNA complementary DNA 
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cRNA Complementary RNA 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
D Dextra, rechts 





DPBS Dulbeccos Phosphate buffered saline 
DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
E Effizienz 
ECM Extrazelluläre Matrix 
EDTA Ethylendiamintetraacetet 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
et al. und Andere 




HRP Horseradish peroxidase 
ICE Integrative and conjugative element 
IE infektiöse Endokarditis 
IFN Interferon  
IL Interleukin 
KBE koloniebildende Einheiten 
KO Knockout 
LDH Laktatdehydrogenase 
LMG Laboratorium für Mikrobiologie 
M-CSF Makrophagenkolonien-stimulierender Faktor 
MOI Multiplicity of infection 
mRNA Messenger RNA 
NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
NBTE nicht bakterielle thrombotische Endokarditis 
NK Negativkontrolle 
NO Stickstoffoxide 
OD Optische Dichte 






pH negative dekadische Logarithmus der Protonenkonzentration 
PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat 
RNA Ribonukleinsäure 
ROS Reaktive Sauerstoffspezies 
rpm Umdrehungen pro Minute 
rRNA Ribosomale RNA 
RT Raumtemperatur 
SA Staphylococcus aureus 
SGG Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus 
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